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RESUMO
TESE DE DOUTORADO

Maria Beatriz Junqueira Borges

Bio-Manguinhos possui a capacidade instalada delugém da vacina contra o
sarampo utilizando a cepa viral Biken CAM-70. Nomemto, esta vacina ndo esta sendo
produzida devido a utilizacdo, pelo Ministério dai&e, da vacina triplice viral (sarampo,
caxumba e rubéola) nas campanhas de vacinacacetditr, o potencial de atender a
mercados externos com uma vacina monovalente corgamampo, faz com que, a qualquer
momento, a producdo seja retomada. Neste contextaracterizacdo gendmica e bioldgica
deste virus vacinal pode contribuir para a intréduge melhorias no processo de producao e
nos fornecer dados para um maior conhecimento sisonaroduto.

Para avaliar a estabilidade genética da cepa CAKbEIN realizadas dez passagens
do virus semente FMS-7 em culturas primarias deri@mhde galinha (“chicken embryo
fibroblast” = CEF). Os genomas do virus semente #M&o virus proveniente do frasco de
vacina (correspondente a 32 passagem = VSF-3) d08apassagem (VSF-10) foram
sequenciados e comparados entre si e com as safidisponiveis de vacinas de sarampo.
O resultado do seqiienciamento nucleotidico direto-FMS-7, VSF-3 e VSF-10 revelou
sequéncias gendmicas idénticas, demonstrando usndegestabilidade genética deste virus
nas condi¢cdes de cultivo empregadas.

Neste trabalho investigamos tambéem a influéncianterferon (IFN) no rendimento
viral. Culturas de CEF em alta densidade (AD) &aalensidade (BD) celular foram
inoculadas com CAM-70 e coletadas diariamente puor periodo de até 15 dias. As
suspensdes provenientes destas culturas foramdtisilem um teste para deteccédo de IFN e
avaliados quanto a expressao da enzima 2-5 oligdattesintetase (2-50AS). O virus CAM-

70 foi capaz de induzir a producdo de IFN em CHEina foi demonstrado através dos



ensaios de titulacdo e pela expressédo génica dORSH A obtencdo de titulos virais mais
elevados em BD sugere que este virus seja seasiVEN.

O resultado obtido nos ensaios de IFN recomendadugéo da vacina em culturas
em BD para o alcance de maiores rendimentos ViEsie estudo também demonstra que o
virus CAM-70 é altamente estavel do ponto de wvigaético, dentro dos parametros de
producdo. Esta estabilidade permite a extensdosdodos lotes sementes de vacina e
contribui para o perfil de seguranca da vacinareoatsarampo confeccionada com o virus
CAM-70.
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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

Maria Beatriz Junqueira Borges

Bio-Manguinhos has the competence for producingeastes vaccine using the Biken
CAM-70 strain. Since the Ministry of Health adoptdte MMR vaccine for vaccination
campaigns, the production of the monovalent measiesine was discontinued. However,
the export potential of a monovalent measles vacqustifies the restart of production.
Therefore, the genomic and biological characteomabf this vaccine virus may greatly
contribute to the introduction of improvements e tproduction process and in providing
data for the knowledge of our product.

To evaluate the genetic stability of the CAM-70 slea vaccine strain we have
performed ten serial passages of the seed lot WNS-7 in chicken embryo fibroblasts
primary cultures (CEF) under production conditiohise nucleotide sequences of the seed lot
virus, the virus from a vaccine vial (third pasgaged from the tenth passage were
determined and compared with each other and witavalilable measles vaccine sequences.
The results obtained for the seed virus FMS-7tHervirus from a vaccine lot (third passage)
and passage ten have revealed identical genomiesegs and demonstrate that the measles
CAM-70 vaccine virus is highly adapted to its cwdtion conditions and genetically stable
under these conditions.

In this study we have also investigated the infagef interferon (IFN) in virus
yields. CEF cultures in high density (HD) and loendity (LD) were inoculated with the
CAM-70 virus and collected daily for up to 10 dayfie suspensions originated from these
cultures were titrated in a test for IFN detectemd evaluated for the expression of the
enzyme 2-5 oligoadenilate synthetase (2-50AS). TA#-70 virus was able to induce the
production of IFN in CEF as demonstrated by the tifdtion assays and the expression of 2-



5 OAS. The observation of higher virus titers iD Icultures suggests that this virus is
sensitive to IFN.

IFN results recommend the production of vaccinéncultures for the achievement
of higher virus yields. This study also demonssateat the CAM-70 virus is highly stable
from the genetic point of view, under productionnditions. This stability allows the
extension of the use of the seed lots and cong#hir the safety profile of the measles

vaccine manufactured with the CAM-70 strain.
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1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacao clinica do sarampo e epidemiologia

O sarampo € uma doenca exantemédtica viral da iafamaracterizado por ser
altamente contagioso. O homem € o0 Unico hospedeitaral, embora macacos do velho
mundo possam ser infectados experimentalmente, @4B). Antes da introducdo da vacina
contra 0 sarampo, até a idade de 18 anos, 95% ad@8%ndividuos ja tinha adquirido a
infeccdo (Perry & Halsey, 2004). O sarampo € traidonpor via respiratoria de pessoa a
pessoa através da inalacdo de aerossOis ou poat@woobm secrecdes nasofaringeas
infectadas. A transmissibilidade € extremament alestima-se que 90% das pessoas nao-
imunes expostas a um individuo infectado, adquienfeccdo. O virus permanece ativo no
ar ou sobre superficies infectadas por até duash@r periodo de maior transmissibilidade é
nos 3-4 dias que antecedem o aparecimento do exanémtretanto ha eliminacédo viral por
até 4 dias ap0s o aparecimento do exantema (RaB)2

O periodo de incubacdo dura de 8 a 12 dias. Odmepoodromico pode durar até 7
dias e comeca com febre crescente, tosse, conjanévfotofobia. Nesta fase surgem na
cavidade oral, pontos branco-azulados denominados sinais de Koplike sao
patognomonicos do sarampo. O aparecimento do eranteorre apos 3-4 dias do inicio do
periodo prodrémico, em média 14 dias ap0s a exiposiQ virus e vem acompanhado do pico
dos sintomas. O exantema do sarampo caracteriparsema erup¢ao maculopapular que
surge, inicialmente, na linha do cabelo e se Oisitrda cabeca para o tronco, tornando-se
confluente. O exantema dura de cinco a seis didesaparece na mesma ordem de seu
aparecimento, da cabeca para as extremidades @eétaysey, 2004; Moss & Griffin, 2006;
WHO, 2007).

O sarampo € considerado uma doenca branda a maderatk grave. No sarampo
benigno a recuperacdo clinica comeca logo apdsrginento do exantema. Entretanto,
aproximadamente 20% dos casos de sarampo desemvalve ou mais complicacdes. O
sarampo grave ocorre, particularmente, em criajogesns, mal-nutridas, com dietas pobres
em vitamina A e naquelas com o sistema imune emdé@do. As complicagdes causadas pelo
sarampo foram observadas em todos os 6rgdos eewcdavido a ruptura dos revestimentos
epiteliais e a imunossupresséo. O risco de cong@lesaé mais elevado em criangas abaixo de
5 anos e adultos maiores de 20 anos e varia tamabefuncdo do estado clinico do individuo
(Perry & Halsey, 2004; WHO, 2007). A otite média éomplicacdo mais freqlente e ocorre



principalmente em criancas menores de 5 anos. iAgl@raqueobronquite ou crupe viral
acomete, especialmente, criancas abaixo de 2 Armseumoniaé a complicacdo mais grave

e é responsavel pela maioria dos 6bitos assoc@msarampo (Hussey & Clements, 1996).
Ela pode ser causada pelo virus do sarampo progmiandito, por infeccbes secundarias
virais com adenovirus ou virus herpes simplex eipi@ccoes secundarias bacterianas. A
diarréia também constitui uma complicacdo grave dsoo de desidratacdo. Asnvulsdes
febris sdo geralmente benignas e nao deixam sequelasy (RerHalsey, 2004). A
encefalomielite pés-infecciosa ocorre em 1-3 poPOlinhdividuos infectados e acomete,
preferencialmente, adolescentes e adultos. Virdea@ por cento dos individuos atingidos
vai a 6bito e 33% dos sobreviventes tem sequelasgmentes (Perry & Halsey, 2004). A
panencefalitassub-aguda esclerosante (SSPE) é causada pela&misigio virus no sistema
nervoso central com manifestacdo dos sintomasrdesgs a 30 anos apos a infeccdo aguda
(média de 8 anos). A prevaléncia desta complicécéde 1:10.000-300.000 casos e 0 curso,
invariavelmente, fatal (Rima & Duprex, 2005). O a&apo em individuos
imunocomprometidos pela infeccdo pelo virus da mdeficiéncia adquirida ou leucemia
pode dar origem a uma infec¢ao progressiva donsssteervoso central denominada “measles
inclusion body encephalitis” (MIBEXujos sintomas surgem de 5 semanas a 6 meses ap0s
infec¢do aguda e evoluem para 6bito em 80% doscAsoflamacdo da cérnea € comum no
sarampo e geralmente evolui para a cura, entretamteficiéncia de vitamina A, pode levar a
lesédo permanente da cérnea e cegueira (Perry &H&604).

Antes do desenvolvimento e do uso difundido dasnesccontra o sarampo a
estimativa anual de mortes causadas por esta deeagde 5-8 milhdes por ano (Moss &
Griffin, 2006). Em 2005, estima-se que ocorrerarb.@d0 6bitos por sarampo em todo o
mundo (Figura 1.1). Embora, a incidéncia do sarangagha diminuido nos paises
industrializados, a doenca continua a atingir digsrpaises em desenvolvimento. O virus do
sarampo possui caracteristicas favoraveis a soanalfdo, como ter o homem como Unico
hospedeiro, ser monotipico e facilmente diagnogicapds o aparecimento do exantema
(Moss & Griffin, 2006). Entretanto, sua elevadaegtiosidade exige uma alta cobertura
vacinal (95%), o que néo ocorre de modo homogérecedor do mundo (WHO, 2007)
(Figura 1.2). A WHO e a UNICEF estimaram que a médiobal de cobertura para
imunizacao de rotina contra 0 sarampo aumentoulle para 77% entre 1999 e 2005. Em
maio de 2005, estabeleceu-se a meta de reduzirtali@de por sarampo em 90% até o ano
de 2010, em comparacdo com o ano 2000. Para atisigirobjetivo a Measles Iniative, uma
parceria da American Red Cross, United Nations &ation (UN Foundation), United States
Centers for Disease Control (CDC), WHO e UNICERalesleceu as seguintes estratégias: 1)
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Sdlida rotina de imunizacdea primeira dose de vacina contra o sarampo € asinada aos
nove meses pelos servicos de imunizacao de réela.menos 90% das criangcas devem ser
alcancadas por esta vacinagdo de rotina, a cadee amm cada municipio; 2) Segunda
oportunidade de vacinagao — toda crianca de nogesr®e 15 anos que ndo recebeu a primeira
dose tem uma segunda chance de receber a vaci@ae§igatégia evita o acumulo de
suscetiveis a niveis perigosos, pois atinge ovimhalbs ndo vacinados que ainda nao foram
infectados. A segunda oportunidade de vacinac@onédida pelos servicos de vacinacao de
rotina ou por atividades suplementares de imun@agé visam vacinar todas as criancas,
independente do histérico vacinal; 3) Vigilancid-eoleta de sangue de casos suspeitos e a
testagem em laboratérios certificados levam aonfeecimento de surtos e permitem a
adocao de medidas adequadas de resposta; 4) Maimgo de casos de sarampo — Inclui a
suplementacdo com vitamina A e o tratamento de BLoagdes com antibidticos, se
necessario. Existem 47 paises identificados cdwus gpara implementacao de atividades
aceleradas de reducdo de mortalidade por sararstes gaises sao responsaveis por 95% das
mortes globais por sarampo e incluem, na Africagé\a, Benin, Burkina Faso, Burundi,
Camarbes, Republica Central Africana, Chad, ConGosta do Marfim, Republica
Democrética do Congo, Eritréa, Guiné Equatorialpfta, Gabdo, Gana, Guiné, Guiné
Bissau, Quénia, Libéria, Madagascar, Mali, MocamejgNiger, Nigéria, Ruanda, Senegal,
Serra Leoa, Republica Unida da Tanzénia, Togo, taam Zambia. Na regido do leste
mediterraneo: Afeganistdo, Djibuti, Paquistdo, S@n&uddo e I1émen; no sudeste da Asia:
Bangladesh, india, Indonésia, Myanmar, Nepal e Tibeste; e na regifo oeste do Pacifico:
Camboja, Republica Popular de Laos, Papua NovaéGuvietnam (WHO, 2007).

O sarampo sub-clinico tem sido descrito em bebés emticorpos maternos
circulantes, em adultos com imunidade evanesceate adultos com historia de sarampo na
infancia (Muller, 2001). O papel destes individuos transmissdo do sarampo nao €
conhecido embora tenha sido sugerido por algursesi{De Swargt al., 2000). A infeccéo
sub-clinica leva a crer que o virus possa ciraulena populacdo de individuos supostamente
protegidos, contribuindo assim para a epidemioldgiaarampo (Pederseial., 1989).

Embora a erradicacdo do sarampo possa ser digialadncar, com o uso disseminado
da vacina, sua reducdo a niveis insignificantese pser atingida trazendo importantes
consequéncias sociais e econdmicas (Hilleman, 2002)



INCIDENCIA ANUAL GLOBAL DE SARAMPO E COBERTURA VACINAL 1980-2005
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Figura 1.1. Demonstrag&o da queda da incidénclzabtio sarampo em fungdo do aumento da cobertura
vacinal. Retirado do site: http://www.who.int/immzation_monitoring/big_measles_global_coverage.jpg



SARAMPO - COBERTURA VACINAL EM CRIANCAS, 2003
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Figura 1.2. Mapa ilustrando a cobertura vacinabgl@m criancas no ano de 2005. Retirado do site:
http://www.who.int/immunization_monitoring/big_nw&as_map_coverage.jpg

1.2 Epidemiologia do sarampo no Brasil

A vacina contra o sarampo comecou a ser usadaasil Bo final dos anos 60, através
da importacdo esporadica de vacinas disponiveisnaado internacional. Em 1968, o
sarampo passou a ser uma doenga de notificacdoutsiirip. Na década de 70 as epidemias
chegaram a acometer 2-3 milhdes de criancas. A partcriacdo do Programa Nacional de
Imunizacdes, em 1973, foram conduzidas campanhagad@acdo contra 0 sarampo e
posteriormente, a vacinacdo em massa foi introdufddsucesso destas campanhas fez com
que, em 1980 e 1981, o controle nacional do sardogs® intensificado visando areas de
baixa cobertura vacinal (Figura 1.3). De 1973 a218%ecomendacgé&o era de aplicar-se uma
Unica dose de vacina monovalente. Inicialmentdadda minima para receber a vacina era de
8 meses. Em 1976, a idade minima mudou para 7 rees@s1982, com base em um estudo
de imunogenicidade, passou a ser de nove mese$9%®xem diante, a aplicagcdo de uma
segunda dose de vacina de sarampo administradbB2dass 15 meses foi recomendada para
todo o territorio nacional. Até 1992, o Pais enfsandez grandes epidemias, sendo, em

meédia, uma a cada dois anos. Nesta ocasido, fdamagplo o Plano Nacional para a



Eliminacdo do Sarampo, que tinha como meta a aligdio da doenca até o ano 2000. Em
1997, ocorreu a ultima grande epidemia, com ceec®@000 casos (Figura 1.4). ApoOs a
implantagdo da Forca-tarefa para a Erradicacdoadantpo, em 1999, o ndmero de casos
autoctones caiu de 908 para zero, em 2001. Aténa fio ano de 2006 o ultimo surto
registrado tinha ocorrido no Acre, com 15 casog\@tset al.,, 2003). Nos ultimos cinco
anos, foram confirmados 10 casos da doenca no Radss importados ou como
consequéncia de importagdo (Ministério da Saude7&0 Entretanto, no dia 16/11/2006 o
Ministério da Saude foi notificado da confirmac@bdratorial de dois casos de sarampo
ocorridos no municipio de Jodo Dourado, na Bahiga&ir de entdo, outros casos foram
identificados nos municipios vizinhos de Irecé, I®endo Bonfim e Filadélfia. Nos
municipios atingidos e nas cidades vizinhas, paracée um més e meio foi realizada extensa
busca de casos, revisdo de prontuarios medicosoqueio vacinal de todos os contatos,
sensibilizacdo de todos os servicos de saude, axaamneldgicos, isolamento viral, além de
reavaliacdo de coberturas vacinais e acbes desifitagdo da vacinacdo de rotina. As
investigacbes mostraram existir uma sO0 cadeia aesimissdo, porém nado foi possivel
estabelecer como o sarampo chegou aos municipiogldntificado o gendtipo D4, que tem
circulacdo predominante na Europa e na Africa. @erd de casos confirmados chegou a 47,
e aparentemente, o surto foi controlado (Ministdadaude, 2007b).

A manutencdo de coberturas vacinais altas e hamagéna populacao infantil e a
vacinacdo dos individuos adultos que pertencem grapos de risco (profissionais e
estudantes das areas de saude e educacdao; trabethae quartéis, pensdes, centro de
reclusdo de menores, albergues, alojamentos, keteteiro e de turismo, imigrantes e
viajantes, rodoviarias, construcao civil e profissiis do sexo; populacao flutuante de area de
risco como caminhoneiros e cortadores de canaallratbores que lidam com produtos
hortifrutigranjeiros atuando em feiras livres e oaglos) sdo essenciais para evitar a
transmissdo autdctone. A vacinacdo dos viajantea paises fora das Américas visa a
impedir que pessoas ndo imunizadas previamentegacamt a doenca fora do Pais e a

reintroduzam em nosso meio (Secretéaria de Sauthjdzdo Ceara, 2007).
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1.3 Vacinas

1.3.1 Origem e desenvolvimento

O isolamento do virus do sarampo em cultura deddscfoi obtido por Enders e
Peebles, em 1954, e o desenvolvimento de uma vdeinge a seguir. A amostra Edmonston,
batizada com o nome do paciente de quem o virusdtado, foi utilizada para produzir a
maior parte das vacinas existentes. Entretantoya®uvacinas de sarampo foram
desenvolvidas na China, Russia e Japao, utilizesudados locais (Strebet al, 2004).

A vacina Edmonston B foi a primeira vacina de sg@ara ser licenciada, em 1963.
Apesar de estar associada a reacoes febris e mxargeu emprego foi bastante disseminado
até 1975 (Strebek al., 2004).

1.3.2 Vacina inativada

Entre 1963 e 1967, também se utilizou uma vacimavata do isolado Edmonston,
inativada pelo formol ou por tween-éter (Feldma®62, Karzonet al., 1962; Warreret al.
1962; Hall & Hall, 1979).

Esta vacina causava poucos efeitos colateraissuzastiliza¢ao foi descontinuada por
induzir imunidade de curta duracéo e, especialm@otecolocar seus usuarios sob o risco de
produzir um sarampo atipico, mais grave do quéez@do natural, quando expostos ao virus.
Os pacientes que desenvolviam este tipo de reagéoproduziam anticorpos contra a
proteina F, mas uma grande quantidade de anticagusa a proteina H. A inativacdo dos
Paramyxovirus por formol e tween-éter provoca unodifitacdo na proteina F, explicando a
resposta imune alterada dirigida para este tipgadaa (Annuziateet al., 1982; Merzet al.,
1980; Norrby, 1975; Norrby & Golmar, 1975; Norrétyal., 1975).

1.3.3 Vacinas atenuadas

Diversas vacinas atenuadas contra o sarampo foesendolvidas no mundo e
algumas estdo em uso até os dias de hoje (FigGya Atualmente, a Unica cepa vacinal
empregada nos Estados Unidos é a Moraten. A cepaav&chwarz predomina na Europa;
as cepas AIK-C, Schwarz f-88, CAM-70 e TD-97 séabzatlas no Japéao e a principal cepa
utilizada no leste europeu é a L-16 (Clemattal., 1988; Hirayama, 1983; Makino, 1983;
Okunoet al., 1971; Peradze & Smorodintsev, 1983; Surtikl., 1990). Recentemente, Parks
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e cols. (2001) identificaram seqUéncias nucled&lidénticas para as cepas Moraten e
Schwarz que apesar de serem, ambas, oriundas daEdaponston, tiveram histéricos de
passagem distintos. As cepas vacinais atenuadés @osarampo podem ser utilizadas como
vacinas monovalentes ou combinadas com outrasasgiinais, como caxumba e rubéola,
constituindo a vacina triplice viral ou MMR (measlenumps, rubella).

A vacinacao contra o sarampo foi uma das intenengdedicas de maior sucesso e
melhor custo-beneficio, ja realizadas. A vacina tembaixo custo de producéo, induz altos
indices de soroconversao e foi capaz de interrorapgesinsmissao viral em extensas areas
geograficas, mostrando-se uma ferramenta crucialgpaliminacdo global da doenca (Péitz
al., 2003; Moss & Griffin, 2006).

A vacina contra o sarampo induz tanto resposta eninumoral como celular. Embora
seja muito eficaz em criancas e adultos, esta &akipouco imunogénica para criangas com
idade inferior a 6-9 meses (Albrectital., 1977; Markowitzet al., 1990a; Strebeét al.,
2003). A eficiéncia reduzida ocorre devido a ireg¥hcia de anticorpos maternos circulantes
durante os primeiros meses de vida, que neutralzatnus vacinal (Albrechét al., 1977;
Tayloret al. 1988; Osterhauat al., 1998). Aléem disso, a imaturidade imunolégicecdanca
também € responsavel por uma resposta imune inadagoesmo na auséncia de anticorpos
maternos (Ganet al., 1998). O nivel destes anticorpos é o fator detente para o titulo de
anticorpos da crianga, bem como para a duragadoratacfo (Cacerest al., 2000). A
vacinacao precoce reduz as taxas de soroconveasatriangcas que permanecem protegidas
por anticorpos maternos. Em contrapartida, a veadmatardia aumenta a taxa de
soroconversdo, mas deixa criangcas com imunidadern@aevanescente ou baixos niveis de
anticorpos, sob o risco de adquirir a doenca atnseacinadas. Normalmente, as vacinas
contra o sarampo contém cerca d& 4ad particulas infecciosas por dose. Foi proposto e
aprovado pela WHO (Markowitet al., 1990; WHO, 1988; Cuttat al., 1995; WHO, 1990;
Halsey, 1993) que criancas de determinados pa#sesfrita recebessem, aos seis meses,
vacinas de alto titulo, contendo*@G 1G° unidades por dose. Assumiu-se que, desta forma,
seria possivel vencer o obstaculo dos anticorpadernas na elaboracédo da resposta imune. A
vacina de alto titulo foi usada para vacinar crange 4-6 meses em diversos paises,
incluindo Senegal, Guiné Bissau, Haiti, Gambia, Mé»x Peru. Estudos demogréficos em
longo prazo, de sobrevivéncia pés-vacinal revelarartalidade aumentada em criangas que
receberam a vacina de alta dose em comparacao sgueareceberam a vacina comum ou
nenhuma vacina. Isto ocorreu na Guiné Bissau eemedal, mas ndo na Gambia, México e
Peru e durou por um periodo de até 7 anos (Hal893; Sencet al., 1999). Os 6bitos nos
dois paises foram predominantes em meninas e astalacionados a diferencas indefinidas
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de género sexual. A raz&o para a alta mortalideldeionada as vacinas de alto titulo néao foi
bem compreendida, mas ocorreu em paises com elmatiidade infantil pelos parametros
estatisticos e pode ter sido conseqiiéncia da imupmesssdo causada pelo virus vacinal
associada a alta mortalidade provocada por infecgortunistas que acompanham o
sarampo.

Maes vacinadas tém niveis de anticorpos inferiaossdas maes com histéria natural
de sarampo (Brughat al., 1996). Desta forma, criangas nascidas de maasagkas adquirem
menos anticorpos do que as nascidas de maes guantisarampo (Krugmaet al., 1977;
Yeageret al., 1977; Lennon & Black, 1986; Maldona@bal., 1995; Brughaet al., 1996;
Markowitz et al., 1996) e sdo protegidos por menos tempo (Pagtala 1999). A duracao
dos anticorpos protetores apés a vacinacao corgaaampo € mais variavel e menos duravel
do que a adquirida através da infeccdo com sarasmap@gem. A queda dos anticorpos,
entretanto, ndo implica necessariamente, na pexdanwhidade protetora, uma vez que uma
resposta imune secundaria, normalmente, se deserapbs a reexposi¢cédo ao virus (Moss &
Griffin, 2006). Polimorfismos em genes de respastane como TAP2 e HLA-DQALl

também influenciam na resposta a vacina de sarg@ysyannikovaet al., 2004).
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Figura 1.5. Historico de atenuacdo de amostrasnaeci Culturas de células nas quais as amostrasnfor
passadas no processo de atenuagdo: HK, rim hurkbogél. amnidtica humana; CE (AM), cavidade intra-
amnidtica de embrido de galinha; CEF, fibroblagtaethbrido de galinha; DK, rim de cédo; WI-38, cébldde
humana; GPK, rim de cobaio; MK, rim de macaco; CARembrana corioalantéide de galinha; SK, rim de
carneiro; QEC, cél. de embrido de codorna. Algasismdbico = nimero de passagens nas respectivasasul
celulares. ( ) = Temperatura de incubacao dasresl infectadas. * = Amostra purificada por plagquento.
AF266288, nimero de acesso ao GenBank para a oejgéigio Edmonston-wt (adaptado de Rettal.., 1994).

1.3.4 Limitagbes ao uso das vacinas atuais

A enorme contribuicdo das vacinas atenuadas dengpara saude publica nédo
invalida algumas limitacdes inerentes a sua utfina que podem dificultar a erradicacao da
doenca. As vacinas de virus atenuado de saramppad@das pela luz e pelo calor. Embora
algum progresso tenha sido feito quanto a estali#iddas vacinas liofilizadas, elas ainda
requerem a manutencao ininterrupta de uma cadefdodque dé suporte as atividades de
imunizagcdo. A vacina contra 0 sarampo precisaigetada pela via subcutanea ou

intramuscular requerendo profissionais de saudeattes, agulhas, seringas e descartes
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especiais para lixo bioldgico e perfurocortantes.abordo com estimativas da WHO, até um
terco das injecdes aplicadas nos paises em desenento ndo sdo seguras (WHO,UNICEF.
State of the world’s vaccines and immunization. &en Switzerland, WHO/GPV/96.04, 1-
159). A persisténcia de anticorpos maternos cintatae a imaturidade imunolégica reduzem
a capacidade protetora da vacina comprometendacacief da imunizacdo em criancas
pequenas (Gang al., 1998). Em individuos imunodeprimidos, a vacitenaada contra o
sarampo pode causar problemas graves como infecedasrais e pulmonares (Angglal.,
1998; Colamariat al., 1989). Além da primeira dose de vacina, uma rsggwportunidade
de vacinacdo deve ser oferecida para garantir aidade de grupo, propiciada pela alta
cobertura vacinal e essencial para a interrupcdmadamisséo do virus do sarampo.

A perda da confianga da populacdo nas vacinas pweégidicar, de modo
significativo, os esfor¢cos de eliminacdo da doensi®. foi demonstrado com os surtos de
polio no norte da Nigéria que se alastraram pavarsibs continentes apos a perda de
confianca da populacéo local (Katz, 2006). Comrarspo, isto ocorreu em comunidades que
sdo contra a vacinagdo, por questdes religiosdsdosdficas (Feikinet al., 2000). Ademais,
um artigo publicado na revisthancet, em 1998, foi incorretamente interpretado como
sugerindo uma relacdo temporal entre o uso daa&dMR e autismo e inflamacao intestinal
(Wakefield et al., 1998). Esta publicacdo causou um grande imgaabdico, resultando na
diminuicdo da cobertura vacinal em diversas regi@eReino Unido e, consequentemente, no
aumento da frequéncia e do tamanho dos surtosrdmpa (Jansemt al. 2003). Estudos
epidemioldgicos e revisdes subsequentes rejeitaramisténcia de uma relacéo causal entre
autismo e inflamacéao intestinal com o uso de vakIMR (Madsenret al., 2002; DeStefanet
al., 2004). Em 2004, 10 dos 13 pesquisadores quéciparam da publicacdo de 1998,
afirmaram ndo haverem demonstrado tal relacaardyém seu apoio a utilizacdo da vacina
MMR (Murch, 2004).

1.3.5 Vacina CAM-70

A vacina de virus atenuado contra o sarampo, &ggen CAM-70, passou a ser
produzida em Bio-Manguinhos no inicio dos anosd)s um acordo de transferéncia de
tecnologia entre o Instituto Biken, do Japao, euadacado Oswaldo Cruz. Esta vacina foi
desenvolvida por Okuno e cols. em 1970, a partimdéeerial coletado da orofaringe de um
paciente com sarampo benigno, isolado por M. Mertaicélulas primarias de rim de macaco
Cynomolgus. Este isolado foi denominado Tanabe e atravgsadsagens em células renais
de macaco, células renais humanas e células dedender galinha, foi obtida a cepa vacinal
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CAM-70 (Figura 1.6). Nos dias de hoje, esta va&nasada principalmente no Japdo. Seu
uso no Brasil foi interrompido a partir de 2002mca adocdo da vacina triplice viral para as
campanhas de vacinacgao (Prewtsl., 2003). Embora seja considerada por alguns autore
como mais atenuada que outras cepas vacinais (Bealy, 1992), a imunogenicidade da
vacina CAM-70 é equivalente a das vacinas Schwariomaten (Camachet al., 2000). No
Brasil, o uso da vacina CAM-70 na vacinacdo deneotoi uma importante contribuicdo para
a contengdo da transmissdo viral e para a elimindgdsarampo autdctone no Brasil, cujo

altimo caso havia sido registrado em 2000, atérgimento surto do final de 2006, na Bahia.

A Isolamento do virus selvagem do paclente
Tanabe em cehalas ME por M. Mutad
L
SME

€
SHE
€
WiChm
€
Z2HE
€
4 5FF CAm
£

35 5FF CAM

£
1 CEF*
£
2 purificacdes por plaqueammento am CEFF

£

SCEP* 28MC
+

1 CEF* 3T = vaming CAM-T0 licen:iada
&
B 1 CEF* 3ATC = lote semente FME-7 (DOB4ETIT)

+
1 CEF*3TC = ViF-1
+

I CEF* 30°C = VEF-2=VaCIN4
4
1 CEF* E[I:C =ViF3=VACINA (DQE45TI)

= ———

7CEF* 30°C = VSF-10{DQB4ETE3)

Figura 1.6. Historico de passagem da cepa vaciAM-Z0. (A) histérico de atenuacgdo da vacina (B)sagens
para producdo de vacina em Bio-Manguinhos e adiata estabilidade genética. Temperatura de indobag
considerada como 37°C exceto quando indicado. @ers se referem as passagens em cada tipo cidar
rim de macaco; HK, rim humano; CAm, membrana antadtle embrido; CAM, membrana corioalantéide;
SPF, livre de patégenos especificos; *, SPF; Cifolflastos de embrido de galinha. As letras enritoeg
indicam os nimeros de acesso ao GenBank.
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1.3.6 Perspectivas para novas vacinas

A vacina ideal contra o sarampo deve ser de baiugio, segura, termoestavel,
imunogénica para neonatos e criancas jovens e afrada em dose Unica sem 0 uso de
agulhas ou seringas. A idade de vacinacdo deveidwmircom as vacinas dé&xpanded
Program on Immunization (EPI) para alcancar o cumprimento méaximo e patiltecursos.
Finalmente, uma nova vacina nao deve colocar sswdrios sob risco de sarampo atipico
guando expostos ao virus selvagem (uma complicdgaa@cina inativada) e ndo deve estar
associada a imunossupressao prolongada, afetaledpa@sta imune a infecgbes subsequentes
(uma complicagéo da vacina de alto titulo) (Mossfin, 2006).

A administragdo das vacinas de sarampo em sereanwsnpor vias alternativas foi
revisada por Cutts e cols. (1997). A inalacdo deinaaliquida nebulizada € uma das
abordagens mais promissoras na imunizagao costieampo. A administracao de vacina por
aerossol tem o potencial de facilitar a vacinacéatra o sarampo em campanhas de
vacinacdo em massa e a WHO planeja licenciar urtiaarde sarampo na forma de aerossol
até o ano de 2009 (Moss & Griffin, 2006).

A administracdo de vacinas de sarampo por aerasmwlonstrou ser altamente
eficiente como reforgo em criangas previamente iragas com vacina de sarampo, embora
a resposta primaria a estas vacinas seja infesietiéitadas pelas vacinas administradas pela
via sub-cutanea (Dilragt al., 2000; Bennettt al., 2002; Wong-Chewt al., 2004). A resposta
imune a administracdo intranasal de vacina de gargmde ser melhorada com o uso de
adjuvantes (Chabet al., 2005).

Diversas vacinas vém sendo desenvolvidas e testadainas de “DNA nu” (naked
DNA) sao termostaveis, baratas e, teoricamentegrpodlicitar respostas de anticorpos
mesmo na presenca de anticorpos maternos circslardeinas de DNA que codificam para
a proteina H, proteina F ou ambas sdo seguraspganitas e protegem contra o desafio com
sarampo em macacos Rhesus jovens e suscetiveasKBtodl., 2000). Outra vacina de DNA
contendo os genes H, F e N e um adjuvante moletlHarforneceu protecdo a macacos
jovens na presenca de anticorpos neutralizantesn@ko-Lanieret al., 2004; Premenko-
Lanier et al., 2005). Vetores alternativos para administragé@enes do virus do sarampo
como alfavirus (Paret al., 2005), virus da parainfluenza (Skiadopou#bsal., 2001) e
bactérias entéricas (Pasedi al., 2003) tém sido pesquisados. Novas estratégias de
imunizacao oral utilizando a expressao da proteirem plantas vém sendo desenvolvidas
(Websteret al., 2005).
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1.4 Agente infeccioso

O virus do sarampo €é considerado um virus respmatda familiaParamyxoviridae,
sub-familiaParamyxovirinae, géneroMorbillivirus. Dentre os integrantes de seu género, é o
anico que afeta seres humanos, embora também ipdsstar, experimentalmente, primatas
(Griffin, 2001) (Quadro 1.1).

Quadro 1.1. Estrutura taxondmica da familia Paramiyxlae com os virus prototipos de

cada género. Dentro dos Morbillivirus, todos os finers do género estao representados.

Familia Paramyxoviridae
Sub-familia Paramyxovirinae
Género Respirovirus
Virus r\§ Sendai (SeV)
Género Rubulavirus
Virus irt’s da caxumba (MuV)
Género Morbillivirus
Virus Virus do sarampo (MeV)

Virus da cinomose canina (CDV)
Morbillivirus de golfinho (CEMV)

Virus da peste-des-petits-ruminants (PPRV)
Virus da cinomose das focas (PDV)

Virus Rinderpest (RPV)

Sub-familia Pneumovirinae
Género Pneumovirus
Virus Virus sincicial respiratoério (HRSV)
Género Metapneumovirus
Virus Virus da rinotraqueite de peru (TRTV)

O virus do sarampo tem particulas de cerca de 15fmrdiametro, normalmente,
esféricas, pleomorficas, envelopadas, embora tamb@ssam ser encontradas particulas
filamentosas. Um envelope lipidico, derivado da fmema plasmatica, recobre o
nucleocapsideo e possui duas glicoproteinas traneraeosas: a hemaglutinina (H) e a

proteina de fusdo (F) (Figura 1.7). Ambas possuera por¢cdo projetada para o exterior do
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envelope medindo de 9-15 nm. Associada a partenai@o envelope, encontra-se a proteina
de matriz (M). O nucleocapsideo composto pela opectgeina (N) viral associada ao
genoma de RNA, possui simetria helicoidal, 21 nndi@enetro, um orificio central de 5 nm e
um passo de 6 nm. As proteinas L e P formam o @mpiranscricional e encontram-se

associadas com o RNA.

Figura 1.7. Representacdo esquematica do virusadonpo As glicoproteinas H e F estdo ancoradas no
envelope. A proteina M esta associada com a pdantéma do envelope. O nucleocapsideo é composto pe
nucleoproteina associada ao genoma de RNA, alémpdssinas L e P que constituem o complexo
transcricional (adaptado de http://www.tau.acfdfici/departments/biotech/members/rozenblatt/figpitenl,
capturado em 26/10/2007).

1.5 Organizacéao gendmica e proteinas

O genoma do virus do sarampo € composto por um R&Asegmentado, de fita
simples e polaridade negativa com 15.894 nuclemsidEigura 1.8A). A extremidade 3’ do
genoma contém uma regido ndo-codificante (NCR) @& fucleotideos denominada
promotor gendémico (GP) que inclui uma sequénciarlide 52 nucleotideos, o sinal de
iniciacdo (GS) para a transcricdo do mRNA do gene N motivo B-box que regula a
transcricdo e a replicagdo do virus. Os primeirasleotideos da extremidade 3’ s&o
reconhecidos pelo complexo polimerase para inioiagisintese de mRNAs individuais ou
RNA antigendmico (Liuet al., 2006). A partir da 3'NCR, seguem-se seis gen&s- n
sobrepostos que codificam para seis proteinast@siisl e duas proteinas nao-estruturais
adicionais codificadas pelo gene P, na seguinteenord N (nucleocapsideo), P
(fosfoproteina)/C/V, M (proteina de matriz), F (@ioa de fusédo), H (hemaglutinina), L

(polimerase) (Figura 1.8A). Cada unidade transmumi&i € separada por uma regiao
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intergénica contendo um trinucleotideo conservad® (recedido por residuos U, que
representam um sinal de poliadenilacdo, seguidouporsinal de iniciacdo para o gene
seguinte. A excecdao fica entre os genes H e L ortdaucleotideo € GCA (Figura 1.8A). No
final do genoma, encontra-se uma regido nao-cadgifec de 109 nucleotideos denominada
promotor anti-genémico. Esta regido € responsaet miciacdo da sintese do genoma
negativo e inclui os 37 nucleotideos trailer, ostimas (GNs); e B’-box e o sinal para
terminacdo (GE) do gene L (Crowleyal., 1988; Sidhuwet al., 1995; Liuet al., 2006). Os
genomas doMorbillivirus séo Unicos entre dZaramyxovirus por conterem uma regiao nao-
codificante muito longa, com cerca de 1.000 nudlleats, entre as unidades abertas de leitura
dos genes M e F. Esta regido é rica em GC e sa dobrestruturas secundarias (Taketda
al., 2005), que, provavelmente, regulam a traducBraizacdo dos mRNAs (Liermaret

al., 1998; Wongt al., 1987).

O RNA livre nao € infeccioso. O RNA viral envoltela proteina N, a mais abundante
das proteinas virais, constitui 0 nucleocapsideonu@leocapsideo juntamente com as
proteinas P e L forma o complexo ribonucleoprotdiRAIP) que serve de molde para
transcricdo, replicacdo e empacotamento da progéraé (Horikami & Moyer, 1995;
Sedimeier & Neubert, 1998). Tanto a proteina N canpooteina P sao fosforiladas (Belkhi
al., 1994).

O gene P codifica para trés produtos génicos. Belss, a proteina P e a proteina C,
sao codificadas pelo mesmo mRNA, mas traduzidasdeseddons de iniciacdo em diferentes
fases de leitura. O AUG utilizado para o gene Gillea-se 19 nucleotideos abaixo do
utilizado para o gene P (Bellist al., 1985). A proteina C est4 ligada a infecciosidack
(Devaux & Cattaneo, 2004). Ela interfere com a cajzale da célula de responder a
sinalizacao do interferon/(3, prevenindo o estabelecimento do estado anti(@elhafferet
al., 2003, Yokotaet al., 2003). Outra funcdo descrita € a regulacdo diessnde RNA
(Reutteret al., 2001). A proteina V, o terceiro produto do génes codificada num mRNA
que difere do mRNA do gene P pela insercdo de widue extra de guanosina (G) na
posicdo 751, que torna a extremidade carboxi-teimiica em cisteina. A proteina V é
fosforilada e distribuida de maneira difusa nogdema de células infectadas (Wardrop &
Briedis, 1991; Gombast al., 1992; Liston & Briedis, 1994). Apesar de ser disgavel para
a replicacdo em cultura de células (Schnedied., 1997), a proteina V € essencial para a
viruléncia (Katoet al., 1997). Sua principal funcdo parece ser a in@mf@ga com o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, em particol@dalacdo da ativacdo do interferon e a
regulacdo da expressao génica (Paloshali, 2003; Devauxt al., 2006; Witkoet al, 2006).

17



O produto do gene M é uma proteina basica de 33%acidos com diversas regides
hidrofdbicas conservadas. Nas células infectadgsrotdeina M esta associada com o
revestimento interno da membrana plasmética e conudeocapsideos (Hirasbal., 1992).

A proteina M dirige a montagem viral e é responispe® brotamento do virus (Lamb &
Kolakofsky, 2001; Rima & Duprex, 2006).

A proteina F constitui uma das duas glicoprotetf@msuperficie viral. Ela medeia a
fusdo entre o virus e a célula infectada ou entrélala infectada e uma célula adjacente,
cumprindo o papel essencial de espalhar o virus @ejanismo. A proteina F € formada
COmMO um precursor inativoy l§ue € ativado por uma clivagem proteolitica realéno trans-
Golgi por proteases do tipo furina, em subuniddéles F, unidas por uma ponte dissulfeto
(Figura 1.8B) (Maisneet al., 2000). A glicosilacdo é fundamental para o pssamento
proteolitico e o transporte de F (Satal., 1988). A subunidade,;possui todos os sitios de
glicosilacdo (Alkhatibet al., 1994). As glicoproteinas F e H interagem entpag formar o
complexo de fuséo biologicamente ativo. A ligac@opdoteina H aos receptores celulares,
provavelmente induz uma alteracdo estrutural néeppra F ativando o processo de fusao
(Wild et al., 1991).

A proteina H é a proteina de ligacdo ao receptimaree também responsavel pela
hemaglutinacéo (Varsangt al., 1984). A proteina H aglutina somente hemaciasdeaco,
em especial, hemécias de macaco verde africande¢P& Chany, 1962). Ela é uma
glicoproteina transmembranosa que se localiza parficie das células infectadas ou dos
virions, como homodimeros ligados por pontes dissul(Alkhatib & Briedis, 1986). A
proteina H recebe cadeias oligossacaridicas ligadesparagina no reticulo endoplasmatico
rugoso. A adicado de agucares adicionais ocorremplexo de Golgi (Oguret al., 1991). Na
proteina H a glicosilacdo é necesséaria para a woafifio adequada, antigenicidade,
dimerizacéo e transporte da proteina através dgi Gt et al., 1994).

A proteina L ou polimerase viral € a proteina vinaénos abundante na célula
infectada e esta associada ao nucleocapsideoAvipatteina L € a maior proteina viral (2183
aa) e assume-se que contenha todas as atividazlesBoas necessarias para a transcricao e
replicacéo (Bankamet al., 2002).

1.6 Replicacao viral

A infeccao natural se inicia quando o virus d@isgro atinge as células epiteliais do
trato respiratdrio de individuos suscetiveis. @Qs/ge multiplica localmente e se espalha para
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tecidos linfaticos adjacentes. A replicacdo nofotindos locais é seguida pela viremia e
disseminacgdo do virus para a maior parte dos drgdasindo linfonodos, pele, rins, trato
gastrointestinal e figado, onde o virus replica eftulas epiteliais e endoteliais e em
linfécitos, mondcitos e macrofagos (Moss & Griffd06).

Em 1993, a proteina CD46 de células humanas oatoo-fle proteina de membrana foi
identificada como um receptor celular para cepasais do virus do sarampo (Figura 1.8C)
(Dorig et al., 1993; Nanichet al., 1993). Esta molécula é uma glicoproteina transionanar
que pertence a familia dos reguladores da ativdg&mmplemento e € amplamente expressa
em todas as células nucleadas humanas (Liszeavgki, 1991). A CD46 esta ausente nas
hemécias, entretanto, uma proteina homodloga faitifittada em eritrocitos de macaco
(Nickells & Atkinson, 1990) explicando o fato dorwg do sarampo aglutinar hemacias de
macaco, mas nao ser capaz de aglutinar hemaciaanhsniNorrby, 1962; Peries & Chany,
1962). Diversos estudos forneceram evidéncias @eagproteina H de cepas derivadas da
Edmonston interagem com CD46, o que ndo ocorrewioms selvagens isolados em células
B95a (Lecouturieet al., 1996; Hsiet al., 1998; Tanakat al., 1998). Recentemente, Tahara e
colaboradores (2007) demonstraram que mutacOeggitiidas que levam a substituicdes de
aminodacidos na proteina H de virus selvagens althaba usar eficientemente CD46 como
receptor.

A proteina CD150 ou SLAM (signalling lymphocytiactiwating molecule) foi
identificada como sendo um receptor celular comara gepas vacinais, bem como para
isolados selvagens do virus do sarampo (Tagsual. 2000). O CD150 é expresso em
timocitos imaturos, células T de memodria, célulasniBacrofagos e células dendriticas
maduras. Apos a estimulagdo com antigenos ou mibdgéodas as células T e B expressam
SLAM (Aversa et al., 1997b; Cockset al., 1995; Sidorenko & Clark, 1993). Em seres
humanos, mondcitos CD14las amidalas e do baco expressam SLAM (Fatiah, 2004).

De acordo com a literatura, ndo existe nenhuma depairus do sarampo que nédo utilize
SLAM como receptor. Em geral, virus isolados enuleél B95a utilizam SLAM, mas néo
CD46 como receptor, enquanto que cepas da linhdggmonston ou cepas isoladas em
células Vero utilizam tanto SLAM como CD46. Na \ald, o resultado de estudos usando
células Vero expressando SLAM e CHO expressanddvbbiA CD46 leva a crer que 0 uso
de CD46 como receptor é resultante de adaptacéitoro e ndo reflete uma propriedade do
virus do sarampan vivo (Manchesteret al., 2000; Tatsucet al., 2000; Onoet al., 2001,
Yanagiet al., 2006). Estudos com virus do sarampo recombisaxpressando GFP (green
fluorescent protein) demonstraram a entrada nalacéhdependente de SLAM e CD46
(Hashimotoet al., 2002). Andres e colaboradores (2003) reportamaimfeccdo de células
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endoteliais com virus selvagem de sarampo por uanagependente de CD46 e SLAM. O
virus do sarampo causa infeccdo persistente entaséheurais de pacientes com SSPE,
apesar de nao ter sido detectada a expressao del 8kstas células (Cocla al., 1995;
Aversaet al., 1997a). Estes dados sugerem a existéncia deiumais receptores alternativos
desconhecidos envolvidos na entrada de diversas aipvirus do sarampo a tipos celulares
distintos.

A ligacao do virus ao receptor celular € feita\asada proteina H. Apos a ligacao da
particula viral ao receptor e por intermédio datgira F, a membrana viral se funde com a
membrana plasmatica permitindo a liberacdo do puajgesideo no citoplasma (Figura 1.8D).
O nucleocapsideo serve como molde para transqoigdi@ria dos mRNAs assim como para
replicagdo do genoma de fita negativa. A RNA potase viral se liga as sequéncias
promotoras nos 100 primeiros nucleotideos da exte® 3° do RNA gendmico. A
transcricdo termina imediatamente antes de umcigotideo intergénico, num sinal de
terminacdo génica. A sequéncia intergénica (3’-GRAnao € transcrita e a transcricdo é
reiniciada no gene seguinte Estes eventos de ¢aia terminacdo sdo repetidos no final dos
genes N, P, M, F, H e L. A freqiéncia com a qualacRNA polimerase viral reinicia a
transcricdo do mRNA seguinte ndo é perfeita levamdon gradiente de expressao génica
decrescente do gene N em diregéo ao gene L (Flg8y (Rima & Duprex, 2005).

Apés a traducdo dos transcritos primarios e o atmichas proteinas virais inicia-se a
sintese do antigenoma. Durante a replicacdo a maléascente de RNA € imediatamente
encapsidada pela proteina N e os sinais de ter&tng&nica, os trinucleotideos intergénicos
e 0s sinais de iniciacdo s&o ignorados, dando rarige uma fita positiva de RNA
antigendmico. A sintese do genoma viral a partiradigenoma ocorre de modo similar
(Lamb & Kolakofsky 2001).

A montagem viral acontece no citoplasma da céhfiectada. Acredita-se que 0s
nucleocapsideos sejam montados em duas etapasirBriatravés da associacdo de unidades
livres de proteina N com o genoma para formarraitesé helicoidal de ribonucleoproteina e
posteriormente com a associacao do complexo P+hoAtagem do envelope viral ocorre na
superficie celular. As glicoproteinas de membramasintetizadas no reticulo endoplasmatico
e passam por uma maturacdo conformacional antesrem transportadas pela via secretéria.
Os nucleocapsideos séo transportados para a membehrar, onde se associam com a
proteina M e as glicoproteinas em estruturas devemas afts, de onde brotam para formar

novas particulas virais (Vinceetal., 2000).
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Figura 1.8. Representacdo esquematica da membir@haovganizacdo genémica e ciclo de vida do vitas
sarampoA. Esquema do genoma viral de 15894 nuclecotideata Gane codifica para uma Unica proteina com
excecao do gene P que codifica, adicionalmente garproteinas C e V. As unidades transcriciondis, (
RNAs mensageiros e proteinas ndo estdo em esdala.t&minacédo génica, GS = inicio do gene, lggi®@
intergénica. B. A bi-camada lipidica do envelope é derivada da brana celular e possui projecdes formadas
pelas duas glicoproteinas virais, a proteina d&f(B) e a hemaglutinina (H}. Receptores celulares, aos quais

ocorre a ligagdo do virus através das glicoproseiirais.D. Esquema da replicagéo viral.
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1.7 Gendtipos

Embora o virus do sarampo seja considerado, dm mEnvista soroldgico, como um
virus monotipico, existem variagées genéticas ig@mtas nas cepas selvagens (Tagtai .,
1991; Taminet al., 1994). A caracterizacdo genética dos virus dangao identificou oito
clades (A-H) divididas em 22 gendtipos estabelecielaim gendtipo proposto. As clades B,
C, D, G e H possuem, individualmente, multiplosdgos (B1-3, C1-2, D1-10, G1-3, H1-2).
As clades A, E e F, no entanto, possuem apenaggeunidtipo cada e neste caso, a designacao
do gendtipo € a mesma da clade. (WHO, 2001; RotBedini, 2003). As sequéncias
nucleotidicas das cepas vacinais indicam que tagas pertencem ao genotipo A,
independente da origem do isolado do qual elasatarm. Apesar destas vacinas terem sido
originadas a partir de passagens em diferentesrastcelulares e temperaturas de incubacéo
variadas, diferencas genéticas de menos de 0,6% @mbaior parte delas sdo demonstradas
através de sequenciamento nucleotidico, agrupaodastas cepas vacinais dentro do
genotipo A (Roteet al., 1994).Este fato pode sugerir uma ampla disgéuido genotipo A
na era pré-vacina, bem como uma facilidade norisefdo destes virus. Virus pertencentes ao
genotipo A vém sendo isolados nos ultimos 10 am@snbora seja possivel que este gendtipo
continue a circular até os dias de hoje, existe graade possibilidade de que estes isolados
recentes sejam virus vacinais ou contaminanteshaedtorio (Rotat al., 2003). Esforcos no
sentido de identificar marcadores genéticos queipem distinguir isolados selvagens e virus
vacinais pertencentes ao genétipo A vém sendxeehls (Rotat al., 1994; Rota & Bellini,
2003). Todos os genotipos do virus do sarampo pagemeutralizadosn vitro, por soro de
individuos vacinados, embora isto ocorra com efg variavel (Taminet al., 1994;
Klingele et al., 2000). Nao existem diferencas biolégicas cortaecentre virus pertencentes
a genotipos distintos. Ademais, ndo existe ass@ciagtre genotipos e gravidade da doenca,
desenvolvimento de sequelas ou variacdo na sadaiel do diagnostico laboratorial (Riddell
et al., 2005).

Até 1998, ndo havia a padronizacdo de uma nomenzla de um protocolo de
analise para descrever as caracteristicas gendtisagirus selvagens. Em maio do referido
ano, a WHO recomendou a ado¢c&do de uma nomencfadranizada para denominacdo das
cepas virais e de um protocolo de analise das amsogtie permitisse que as sequéncias
nucleotidicas pudessem ser comparadas entre labosatlistintos, recomendagfes estas que
foram atualizadas em 2001 e 2003. A WHO determigoa os 450 nucleotideos que

codificam para os 150 aminoacidos da porcdo COQ@Mu@al do gene N fossem a
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guantidade minima de sequiéncia necessaria parépgenam isolado ou material clinico de
sarampo (WHO, 1998; WHO, 2001; WHO, 2003). Nestgai®e que € uma das mais variaveis
do genoma, a variabilidade entre amostras selvageds chegar a 12% (WHO, 1998).
Sequéncias completas do gene H devem ser obtidespas representantes ou em caso de
suspeita do surgimento de um novo genétipo. O gkepessui até 8% de variabilidade entre
diferentes cepas. Novos gendtipos sdo aceitosseqieéncia nucleotidica em questéo diferir
da sequéncia de referéncia mais proxima em mas53 no gene N e em mais de 2% no
gene H (WHO, 2001).

A andlise da variabilidade genética entre sequénaiacleotidicas de isolados
selvagens do virus do sarampo constitui uma femtanessencial para a vigilancia do
sarampo. A caracterizagdo molecular de isolad@svirem sendo usada com sucesso para
determinar a relacéo epidemioldgica entre os casosrigem geografica de virus importados
(Mulderset al., 2001). Cerca de 5% dos individuos vacinadogsgmtam sintomas brandos
apos a vacinacdo contra o sarampo e alguns deases cpoderia ser errbneamente
interpretado como sarampo selvagem (Strebell., 2003). A caracterizagdo genética dos
isolados virais permite distinguir entre casos @ssios a vacina e infeccdo selvagem (Rbta
al., 1995; Rotat al., 2002).

1.8 Interferon

Os interferons (IFNs) constituem uma superfamilea gtoteinas multifuncionais
envolvidas na defesa contra infec¢des virais, eggd do crescimento celular e ativacao do
sistema imune. Existem dois principais tipos de dhésificados: os IFNs do tipo I, também
denominados IFNSs virais, que incluem o IENkucdcitos), o IFN3 (fibroblastos) e o IFN»

e o IFN do tipo Il, denominado IFN imune ou IRNOs IFNs do tipo | sdo induzidos em
resposta a infeccdo viral e o IFN do tipo Il é glizbdo em resposta ao reconhecimento de
células infectadas por linfocitos T ativados e le&UWNK (Goodbourret al., 2000). As células

s6 sintetizam IFN quando ativadas por um agentetandDe modo geral, a infec¢do viral é o
agente biolégico indutor de IFN mais comum, enht®ta protozodrios, micoplasmas,
bactérias e alguns de seus constituintes tambénenpddduzir a sintese de IFN em
determinados tipos celulares. A inducdo viral déese de IFN € mediada por RNA de dupla
fita (ds-RNA) fornecidos pelo genoma viral, propmente dito, ou resultante da replicagcéo ou
transcricdo de genomas virais (Vilcetkal., 1996). A atividade do IFN € iniciada através da

ligacdo do IFNK/B a receptores espécie-especificos na superficidacetesultando na
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ativacdo das vias de sinalizacdo Jak/STAT (Jakd@s “Janus tyrosine kinase”; STAT do
inglés “signal transducer and activator of trangan”) (Samuel, 2001). O resultado desta
sinalizagdo é a ativacdo da transcricdo de gemes At proteinas transdutoras de sinal e
ativadoras de transcricdo da familia STAT sdo fdafitas nos residuos de tirosina pelas
tirosinas quinases da familia Janus. Proteinasadaciadas a por¢cao citoplasmatica do
receptor transmembranar sdo ativadas apos a ligigsidFNs ao receptor, fosforilando a
proteina STAT. STAT é, entao, translocada paracten(onde se liga a promotores dos genes
induzidos pelo IFN, iniciando a transcricdo destes.componentes da resposta antiviral
induzidos pelo IFN mais estudados até hoje séo odeipa quinase PKR e a 2'-%
oligoadenilato sintetase (2-5 OAS), embora outederés também possam estar envolvidos
(Goodbourret al., 2000; Samuel, 2001). Os produtos dos genesithagipor IFN1/B tornam

as células resistentes a infeccdo viral atravésndeanismos como clivagem do mRNA,
inibicdo da traducéo viral e inibicdo do crescimentlular (Goodbourret al., 2000). A
presenca de RNAs de dupla fita no citoplasma aetul@ecessaria para a ativacdo da enzima
2-5 OAS. Esta enzima catalisa a sintese de oligilatless denominados 2-5A devido a suas
ligacOes fosfodiéster 2’-5'. Os oligoadenilatos/atn a enzima RNase L que cliva RNAs de
fita dupla. Para replicar de maneira eficientegeios virus desenvolveram estratégias para
superar os mecanismos de defesa antiviral do hespg@&oodbourret al., 2000; Gotolet

al., 2002; Katzeet al., 2002). As ofensivas virais contra a resposti-teforam classificadas
em trés tipos: 1) alguns virus tém a habilidaddldguear a inducdo do IFENM3, 2) outros
inibem a transducédo de sinal em resposta aoEldtingindo as moléculas envolvidas na via
de sinalizacado Jak/STAT, 3) outros podem inibieagimas anti-virais induzidas pelo IFN.
Alguns virus, ainda, adotam multiplas ofensivas.

Naniche e cols (2000) demonstraram que cepas atasudo virus do sarampo
induzem significativamente mais 63 do que isolados selvagens. Foi sugerido que as
proteinas nao-estruturais V e C do virus do sarantpderem com as vias de sinalizacédo de
IFNa/B. A proteina V inibe a fosforilacdo de STAT1 e STA(Takeuchiet al., 2003) e Jakl
(Yokota et al., 2003) e impede a translocacdo nuclear de STAdGzida por IFN seja por
sequestro ou inibicdo da fosforilacdo (Caignetrdl., 2007). Os aminacidos tirosina 110 e
cisteina 272 da proteina V foram identificados casuuisitos para a inibicdo da sinalizacéo
de IFNo/@ (Ohnoet al., 2004). A deficiéncia na inducéo da atividade¢esA foi observada
em células K-562 (células de leucemia mieldide ice)ninfectadas com diversas cepas do
virus do sarampo, inclusive com CAM-70. A baixavidade de 2-5A nestas células foi
atribuida a supresséo na traducéo ou transcricaoRI¢A de 2-5 OAS (Fujiet al., 1988,
1990).
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Em agosto de 1980, foi estabelecido um acordo dperacgéo técnica entre o Brasil e
0 Japao para producédo da vacina contra o sararntiando a cepa Biken CAM-70 em Bio-
Manguinhos, Fundacdo Oswaldo Cruz. No Brasil, a €AMoi amplamente empregada no
Programa Nacional de Imunizacdes-PNI a partir diwiande sua producdo em Bio-
Manguinhos, em 1982, até o final de 2002, quandsqaa ser substituida gradativamente
pela vacina triplice viral. A vacina de sarampo owalente com cepa CAM-70 vem sendo
utilizada no Japéo desde o principio dos anosé0satlias de hoje.

Apesar de, atualmente, a vacina monovalente cantsmrampo nao estar sendo
produzida em Bio-Manguinhos, a capacidade de pé&mygermanece instalada visando
possiveis transferéncias de tecnologia, atendimdatgotenciais demandas externas e a
competéncia para o desenvolvimento de uma vacimaatrcom o componente sarampo
CAM-70 para atender mercados limitados pelo comtide transferéncia de tecnologia
assinado com a GSK para a produgéao de triviral.

O estudo das caracteristicas genémicas e biolégloasirus CAM-70 e da sua
estabilidade do ponto de vista genético sdo demerimportancia no controle de qualidade
da vacina, no preparo de novos lotes semente emi da informacgéo sobre o produto na
resposta a reagdes adversas ou falhas na resposte. iO conhecimento sobre a estabilidade
genética do virus define a vida util do sistema Egmente permitindo aumenta-la de forma
segura.

O conhecimento do sistema de indugdo do interfenon culturas de CEF pode
contribuir para a otimizacao do processo de pranldgdvacina, possibilitando a obtencao de

maiores rendimentos na producdo de antigeno viral.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais
* Andlise da estabilidade gendmica do virus da @acimtra o sarampo, cepa Biken
CAM-70, produzido em Bio-Manguinhos, ao lordg passagens em CEF;

» Estudo do sistema interferon induzido pela cepa €&AMm CEF.

3.2. Objetivos especificos

Fazer 10 passagens seriadas do virus semente {J-&8-CEF, em condicbes de
producao;

» Sequenciamento completo do virus semente, das8agam e da 102 passagem;

» Analise das sequéncias obtidas em comparacdo edmsosemente;

* Plagueamento do virus semente em CEF e analsegdé@ncia nucleotidica do gene

N das placas de lise coletadas;

» Titulagdo do interferon induzido pelo virus doesapo cepa CAM-70 em CEF;

Andlise da expressao génica de interleucinas iddazielo virus do sarampo cepa
CAM-70 em CEF.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Virus
4.1.1 Virus CAM-70

O virus semente FMS-7 fica estocado a -70°C e unwstaa liquida congelada foi
fornecida para este estudo pelo Departamento dénd&d/irais de Bio-Manguinhos. A
vacina CAM-70 liofilizada lote n°® 96/SB005Z foi feecida pelo Setor de Amostragem, do
Departamento de Qualidade/Bio-Manguinhos, em feag® cinco doses. Esta vacina foi
obtida através de trés passagens do virus semantelturas de fibroblasto de embrido de
galinha (CEF) realizadas pelo Departamento de acdifrais (Figura 1.5).

4.1.2 Virus Sindbis

O virus Sindbis é transmitido a aves selvagens mposquitos do génerQulex.
Embora esteja comprovado que possa infectar o homeralmente ndo ha doenca clinica
reconhecida. No entanto, em determinadas regiOegrafecas, este virus representa uma
causa importante de febre, artrite e exantema.

Pela sua reconhecida sensibilidade ao interfevoviyus Sindbis foi utilizado neste
estudo em testes de deteccédo desta citocina, coosodesafio.

Estoques de virus Sindbis foram produzidos em CR&rtér de uma amostra cedida
pela Dra. Amélia Travassos da Rosa (Instituto Exar@hagas, Belém) e anteriormente
amplificada em culturas de células Vero. Culturas CGEF numa densidade de *55
células/cri foram preparadas de véspera em garrafas de 178 mraculadas com 1,5 ml de
Sindbis. Apés adsorcao por 1h a 37°C, foi adicionad¢ada garrafa um volume de 80ml de
meio para garrafa. Em 24h ja podia ser observad6 @8 efeito citopatico (CPE) e cada
garrafa de cultura recebeu sorbitol para uma cdraggio final de 8 %. As culturas foram
congeladas a -70°C, descongeladas, clarificadasceotrifugacdo e a suspensao viral
aliquotada e estocada a -70°C.

O virus foi titulado em culturas de CEF e foi seleada a maior diluicdo que
produziu mais de 80% de CPE em 24h.

Todas as manipulagbes do virus Sindbis atenderaracasnenda¢cfes da Comissao
Técnica de Biosseguranca da FIOCRUZ para manipulkdgadnicroorganismos patogénicos.
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4.2. Meios de Cultura e Solucdes

Neste item estdo listadas as diferentes formusag@emeios de culturas utilizados
neste estudo. O meio A@oncentrado (199 Earle’s,) foi adquirido da Invien, o SFB néo
inativado foi adquirido da Cultilab (inativado a°&6por 30min), enquanto PBS (10X),
tripsina solucdo estoque, bem como as solucOestilEGhicos canamicina e eritromicina,
foram produzidos pela estrutura do Laboratério dea®po (DEVIR/DIAPV/SEMES/Bio-
Manguinhos), seguindo as normas de controle dedaul@ j4 estabelecidas pela instituicdo
(POPs: 106011-002; 106011-005; 106011-301). No LATIS reagentes de cultura celular

foram aliquotados e estocados, prontos para o uso.

Meio 199 com sais de Earle’s para estabelecimento dultivo celular

Meio 199 com sais de Earle’sXLQnvitrogen) 10 ml
Bicarbonato de sodio (NaHGI™4,4% (pH 7,0) 1,1 mi
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 2 mi
Canamicina 100.000mg/ml (Invitrogen) 100l
Eritromicina 10.000mg/ml (Invitrogen) 300l
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Material estéril; preparo no momento do uso.

Meio 199 com sais de Earle’s para diluicdo do inotwviral

Meio 199 com sais de Earle’s®Qnvitrogen) 10 ml
Bicarbonato de sodio (NaHG4,4% (pH 7,0) 3 mi
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 1mi
Canamicina 100.000mg/ml (Invitrogen) 100l
Eritromicina 10.000mg/ml (Invitrogen) 300l
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Material estéril; preparo no momento do uso.
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Earle’s BSS 2&

Cloreto de sodio (NaCl) 1215¢
Cloreto de potassio (KCI) 7,29
Cloreto de célcio (CagRH,0) 53,99
Sulfato de magnésio (MgQ@H,0) 360
Fosfato de sédio monobasico gN&0Oy.1H,0) 245¢g
Dextrose anidra 180 g
1% vermelho de fenol 90 ml
Agua bidestilada g.s.p. 9000 ml

Esterilizacdo por filtracdo em membrana 0,22 pnodagem a temperatura ambiente.

Solucéo de Earle’s para lavagem
Earle’s BSS 28 900 ml
Agua bidestilada g.s.p. 18000 ml

Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Meio 199 com sais de Earle’s sem soro fetal bovino

Meio 199 com sais de Earle’s@ Qnvitrogen) 10 ml
Bicarbonato de sédio (NaHG™4,4% (pH 7,0) 3,5ml
Canamicina 100.000mg/ml (Invitrogen) 100l
Eritromicina 10.000mg/ml (Invitrogen) 300l
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Material estéril; preparo no momento do uso.
Solucéo de sorbitol a 8%
Solucéo de sorbitol a 50% 1,9 ml

Este volume deve ser acrescentado a cada garratdtdea contendo 10ml de meio.

Meio 199 com sais de Earle’s para cultivo celulame garrafas

Meio 199 com sais de Earle’sx@ Qnvitrogen) 10 mi
Bicarbonato de sédio (NaHG4,4% (pH 7,0) 2,5ml
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 5ml
Sulfato de gentamicina (4mg/ml) (Schering) 1ml
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Todo material estéril; preparo no momento do uso.
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Meio 199 com sais de Earle’s para cultivo celulame placas

Meio 199 com sais de Earle’s@ Qnvitrogen) 10 mi
Bicarbonato de sédio (NaHG4,4% (pH 7,0) 5 mi
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 5ml
Sulfato de gentamicina (4mg/ml) (Schering) 1ml
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Carboximetilcelulose (CMC) 1,5% - POP: 107020-302

CMC (Sigma) 15¢g

Agua bidestilada g.s.p. 100 ml
Homogeneizacdo por agitacao vigorosa (liquidifieadBsterilizacdo por autoclavacao

a 121°C por 20min; armazenagem a temperatura atebien

Meio 199 com sais de Earle’s e CMC

Meio 199 com sais de Earle’s®Qnvitrogen) 10 ml
Bicarbonato de sédio (NaHG4,4% (pH 7,0) 5 mi
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 5ml
Sulfato de gentamicina (4mg/ml) (Schering) 1ml
Carboximetilcelulose (CMC) 1,5% q.s.p. (Sigma) 100 ml

Homogeneizar por agitacdo vigorosa. Todo matessriz preparo no momento do

uso.

Agarose 0,6%

Agarose (Type | - Sigma) 0,69

Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Esterilizacdo por autoclavacdo a 121°C por 20 roBwEstocagem a temperatura
ambiente. Derreter em microondas afrouxando a tatopBiasco e deixar em banho-

maria a 42C até o momento do uso.
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Meio 199 com sais de Earle’s e agarose

Agarose 0,6% 100 ml
Meio 199 com sais de Earle’sx@ Qnvitrogen) 20 ml
Bicarbonato de sédio (NaHG4,4% (pH 7,0) 10 mi
Soro fetal bovino inativado (Cultilab) 10 ml
Sulfato de gentamicina (4mg/ml) (Schering) 2 ml
Agua bidestilada g.s.p. 100 ml

Todo material estéril; preparo imediatamente ati¢éesso.

Bicarbonato de sédio 4,4% gaseificado (NaHC£)- POP: 107020-301

Bicarbonato de sédio (NaHGJ(Sigma) 44 g
Vermelho de fenol 1% 1ml
Agua bidestilada g.s.p. 1000 m

Adicionar gelo seco sob agitacédo até a solucagiapil 7,0—7,2. Separar em aliquotas

de 20ml e esterilizar por autoclavagéo a 121°Clpaninutos.

Verseno (Solucao estoque 5%) - POP: 107020-303

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma) 50¢g
Vermelho de fenol 1% 100ul
Agua bidestilada g.s.p. 1000 ml

Misturar e acertar o pH para 7,6 com NaOH 1N. Estademperatura ambiente.

Verseno (Solucao de trabalho)

Solucéo estoque de verseno 20 ml
Vermelho de fenol 1% 100ul
PBS pH 7,6 q.s.p. 1000 ml

Homogeneizar, ajustar pH para 7,6 com NaOH 1N. f@epam aliquotas de 50ml,
esterilizar por autoclavagéo a 121°C por 20 minuEssocar a temperatura ambiente.

Tripsina/verseno
Tripsina estoque (Invitrogen) 0,5 ml
Verseno 50 ml

Preparar imediatamente antes do uso.

31



Tampao fosfato/salina 0,01M pH 7,2 a 7,4 (PBS)
Cloreto de sédio (NaCl)

Cloreto de potassio (KCI)

Fosfato de sédio dibasico (NgPD,.7H,0)

Fosfato de potassio monobasico @rRid,)

Agua bidestilada q.s.p.

89

0,29
2,18 ¢
0,29

1000 ml

Esterilizacdo por filtracdo em membrana 0,22 pnodagem a temperatura ambiente.

Vermelho neutro (solucdo estoque)
Vermelho neutro (Sigma N 4638)
Agua bidestilada q.s.p.

059
50 mi

Esterilizar por autoclavacéo a 121°C por 15 minuissocar a 4°C ao abrigo da luz.

Meio 199 com sais de Earle’s e vermelho neutro
Meio 199 com sais de Earle’sx3 Qnvitrogen)
Bicarbonato de sédio (NaHGI4,4% (pH 7,0)
Sulfato de gentamicina (4mg/ml) (Schering)
Agua bidestilada

Vermelho neutro sol. estoque

Todo material estéril; preparo no momento do uso.

Formaldeido 10%
Formaldeido 37% (Merck)
Agua destilada

Preparar e estocar a temperatura ambiente.

Cristal violeta - Solucéo Estoque (2%)
Cristal Violeta (Sigma)

Metanol (Merck)

Agua destilada

Estocagem a temperatura ambiente.
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Cristal violeta - Solucéo de uso (0,04%)
Cristal Violeta estoque
Agua destilada g.s.p.

Estocagem a temperatura ambiente.

Acetato de amoénio 7,5 M
Acetato de amonio (Sigma)
Agua bidestilada g.s.p.

Estocar a 2C.

Acetato de sodio 3M pH 5,2
Acetato de sodio (Sigma)

Agua bidestilada g.s.p.

Instrucdes: Acertar pH com acido acético. EstocCa

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,5 M (pH 80)

EDTA (Sigma)
Agua bidestilada q.s.p.

Ajustar pH até 8,0 com pastilhas de NaOH. Estogd€a

Tris 1 M (pH 7,6)
Tris base (Sigma)
Agua bidestilada q.s.p.

Instrugées: Ajustar pH até 7,6 com HCI 1N. EstacdiC.

TAE (solucéo de estoque )
Tris base (Sigma)

Acido acético glacial (Merck)
EDTA 0,5M (pH 8,0)

Agua bidestilada g.s.p.

InstrucGes: Estocar temperatura ambiente.
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Tampao Tris 10 mM/EDTA 1mM (TE) pH 7,6

Tris 1M (pH 7,6) 10mi
EDTA 0,5M (pH 8,0) oml
Agua bidestilada g.s.p. 1000ml

InstrucGes: Apos o preparo autoclavar a°C2dor 20 minutos e estocar ¥4

DEPC (Sigma)
Solucdo de tratamento de material contra RNas&é%®@&m agua bidestilada. Incubar
por 24h a temperatura ambiente e esterilizar ptmchyvacédo a 121°C por 20 minutos;

armazenagem a temperatura ambiente.
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4.3. Culturas celulares

4.3.1 Preparo de culturas de fibroblastos de emliédgalinha

As culturas foram preparadas pelo método de Rub@r3), a partir de ovos de
galinha livres de patdégenos especificos (SPF =ciip@athogen free”), com embrides de 11
dias. Os embribes foram retirados dos ovos de fomss#Eptica e as cabecas e visceras
removidas e descartadas. Os corpos foram lavadosP&S5, e passados através de seringas
de 50 ml diretamente para um frasco de tripsinzggé-pesado. O frasco foi, entdo, pesado
novamente para determinagdo do peso umido de teDidaxtrusado foi lavado duas vezes
com PBS (8ml/g) e o liquido drenado. Adicionou-sd de tripsina por grama de tecido e o
material foi mantido sob agitacdo magnética vigarpsr 1h a 37°C. Acrescentou-se soro
fetal bovino inativado a 10% v/v e centrifugou-s€l@0xg por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi aspirado e as células ressuspemsaeio de estabelecimento. A suspensao
foi filtrada em tela de nylon com malha de 140 pubme foram transferidos para um tubo de
hematocrito e submetidos a centrifugacdo a 2§0for 10 minutos a 4°C. No tubo de
hematdcrito, 0,15% v/v de células sedimentadasvatmum a 1x18 células/ml. As células
foram diluidas em meio de estabelecimento de acordoa densidade necesséria, semeadas

e incubadas a 37°C.

4.3.2 Preparo de células Vero

As células Vero sdo uma linhagem continua de alapiteliais de rim de macaco
verde africanoQercopithecus aethiops) (Rhimet al., 1969). A linhagem certificada CCL-81
(Certified Cell line) foi adquirida do American TgpCulture Collection (Manassas, VA) na
1202 passagem. O numero de passagens foi limitaaléa de um sistema de lote semente
onde, a partir de uma semente secundaria congeladampolas mantidas em nitrogénio
liquido (-196°C), as células séo utilizadas porldéigpassagens. As células sédo cultivadas em
garrafas descartaveis de 175%cf@orning, New York, USA) com meio 199 Earle’s para
cultivos celulares em garrafa e a manutencdo dHeras € feita através de passagens
semanais na proporcao de 1:8 em relacéo a culugardafa original (POP: 0256).

Para uso, as monocamadas celulares confluentesadak em frascos de manutencao
foram lavadas duas vezes com uma solucdo de aipsnseno e incubadas com 0,5 ml da
mesma solucao a 37°C por cerca de 5 minutos. Ataséloram, entdo, ressuspensas com 5 a

10 ml de meio 199 Earle’s para cultivos celulanesptacas e o nimero de células estimado
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através de contagem em hemocitdmetro. A densidatléac foi ajustada para XE0°

células/cm e as células foram semeadas em placas de 24awif2@h antes do uso.

4.4 Passagens do virus semente em fibroblastos de&eéo de galinha

As células foram semeadas numa densidade del® &élulas/crh, 300 ml de
suspensdo por garrafa, em garrafaiser de 850 cr utilizando o meio 199 Earle’s para
estabelecimento do cultivo celular. Apds 48 h dmiliacdo em estufaller a 37°C, o meio
de cultura foi removido e inoculados 10 ml de viilsido a 1:100 em meio 199 Earle’s para
diluicdo do in6culo viral. Apés 2h de adsorcdo emesubadoraroller a 30°C, foram
acrescentados 110 ml do mesmo meio usado na dilgavirus. As culturas foram
reincubadas por cinco dias a 30°C. O meio de @ulfar, entdo, retirado e as camadas
celulares lavadas duas vezes com 120 ml de solled6arle’s BSS. Foram acrescentados
120 ml de meio 199 Earle’'s sem soro e as culturagsbiadas a 30°C. No oitavo dia pos-
infeccdo (pi) as camadas celulares infectadas eeaebsorbitol para uma concentracao final
de 8% na cultura e foi realizado o congelamentoadéisiras por rotacdo das garrafas em
banho de gelo seco com etanol. Apés o descongelamas suspensdes celulares foram
clarificadas por centrifugacéo, aliquotadas e claniges a -70°C.

O virus semente foi submetido a dez passagens dmeCas virus obtidos foram

denominados VSF-1 a VSF-10 de acordo com 0 nunepassagens.
4.5. Purificacdo de placas de lise do virus semente

Os plaqueamentos foram realizados de acordo corétodm de Dulbecco (1954). O
virus semente FMS-7 foi inoculado num volume deml'9,6cnf em placas descartaveis
estéreis de 6 orificios semeadas com CEF numaddeteside 1410° células/cri. Apds a
adsorcao do virus a camada celular por 1h a 37A@ ninicubadora com 5% GQo inéculo
foi removido e substituido por 3ml de meio 199 &artontendo 0.6% de agarose. Apos sete
dias de infeccédo a 37°C as culturas foram coragi@svermelho neutro em meio de cultura
numa concentracéo final de 0,033%. Para coletavitas das placas de lise, o excesso de
corante foi removido por aspiragdo e um tampaogdeose e células infectadas foi aspirado
de placas de lise selecionadas e ressuspenso gerhd®@neio 199 Earle’s para diluicdo do
indculo viral. Cada suspenséo de placa de lisprimpagada através de uma passagem em

CEF para obter estoque suficiente para producd@®Nte As células foram semeadas numa
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densidade de 140° células/cm, 10 ml de suspensdo por garrafa, em garrafas de5
utilizando meio 199 Earle’s para cultivo celular garrafas. Apos 48h de incubacao a 37°C,
0 meio foi retirado e os 400ul relativos a cadaglde lise, inoculados. As culturas foram
incubadas para adsorcao viral por 2h a 30°C. Apédsarcédo foram adicionados 9,6 ml de
meio para inoculacéo e as culturas foram reincuhadd0°C por até 12 dias. As culturas
receberam sorbitol para uma concentracéo finaPl@® meio de cultura e foram congeladas.
Apo6s o descongelamento as suspensfes foram @defcpor centrifugacdo, aliquotadas e
congeladas a -70°C.

4.6. Sintese de DNA complementar, amplificacdo egéenciamento nucleotidico

O RNA total das suspensdes virais foi extraido ddtizol® LS (Invitrogen) usando
20-40ug de glicogénio como carreador. O TRIzol®né solucdo monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina, sendo esse método decéw originalmente descrito por
Chomczynski e Sacchi (1987). O RNA do virus seméoitextraido diretamente da amostra
fornecida sem propagacao em CEF para evitar paismoutacdes. Rotineiramente, os RNAs
eram ressuspensos em 30 pl de agua RNase/DNagmfrie®gen) para utilizacao na sintese
de DNA complementar. Entretanto, em regides deiddmplificacdo, o RNA era utilizado
trés vezes concentrado.

A sintese do DNA complementar (RT) foi realizadang® um kit ThermoScript™
RT-PCR (Invitrogen) e hexameros randomicos. A dinplido foi feita usando a enzinaq
DNA Polymerase PlatinufnHigh Fidelity (Invitrogen). Um ndmero total de péodutos de
PCR foram sintetizados, compreendendo os nuclestide1040, 951-2240, 1825-2631,
2206-3900, 3558-4274, 3865-4463, 3916-5150, 50B558401-7058, 6958-8647, 8552-
10050, 9983-11531, 11491-12993, 12465-13466, 129874 e 14451-15877 (Figura 4.1).
Para o material obtido da purificacdo de placasisge foram sintetizados dois produtos de
PCR, compreendendo os nucleotideos 951-1335 e 1%Z?A.- Os produtos de PCR foram
purificados usando QIAquick PCR Purification kiti&#@en). Os produtos purificados foram
submetidos a sequenciamento direto com o kit Bigi@yminator mix versao 3.1 (Applied
Biosystems), de acordo com as instru¢cdes do faliecaPara o sequenciamento foram
utilizados 83 oligonucleotideos (Figura 4.2). Atelorese dos produtos fluorescentes foi
realizada utilizando o equipamento ABI PRISM 318@glied Biosystems). As seqléncias
nucleotidicas foram analisadas e uma seqiiénciaesngpara cada genoma viral ou regido
foi derivada de seqiéncias contiguas através dgrggma SeqMan Il do pacote Lasergene
versao 4.05 (DNAStar).
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Figura 4.1. Andlise dos 16 fragmentos obtidos morscricdo reversa seguida de amplificacao
por reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) dammgesvirais de FMS-7, VSF3 e VSF-
10, utilizando os pares de oligonucleotideos idiaias: 1= 1+S-1040A; 2= 951S-2240A,; 3=
1825S-2631A,; 4= 2206S-3900A; 5= 3558S-4274A; 6#584463A; 7= 4455S-5150A,; 8=
5022S-5866A; 9= 5401S-7058A; 10= 6958S-8647A; 1552%-10050A; 12= 9983S-
11531A; 13= 11491S-12992A; 14= 12465S-13466A; 12961S-14474A; 16= 14451S-
15877A; M = marcador de peso molecular (Low DNA siaslder, Invitrogen).
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GENOMA GENES CcODIGC POLARIDADE POSICAC PCRs CLONES

T 1 3-Lider 1+ + 1-28 —
1 10¢ 350S + 35(-36¢
391A - 372-391
668< + 66¢-68¢
720A - 701-72C
N 951¢ + 951-96¢
10404 - 102(-104¢ —
13354 - 1317-133¢
1521¢ - 1521-154(
. 168¢€ 16444 - 162€-164<
1 1807 1825S + 1825-184% —
1907A - 188¢-1907
2206¢ + 2206-222¢ —
P/CIV 22404 - 2221-224(
2601S + 2601-262( -
26314 - 2612-2631
3001¢ + 3001-302(
30354 - 301€-303¢
— 333( 3421¢ + 3421-344(
-1 343¢ 34594 - 344(-345¢
3558S + 355¢-357¢
M 3875¢ + 387£-3892 J
3900A - 3881-390C —
42008 + 4200-421¢
4274p - 42574272
— 444t 4455¢ + 445F-447%
44634 - 44454467
46254 - 460¢-462F
4781¢ + 4781-480(
5022S + 5022-504( J
51504 - 512¢-515(
5401S + 5401-542( —
S 545¢ 54704 - 5451-547(
5801¢ + 5801-582(
58664 - 584£-586¢€
6150S + 615(-616€
F 62184 - 6201-621¢
65234 - 651€-6527
6732¢ + 67326741
6958S + 695¢-697¢ J —
711¢ 70584 - 703¢-705¢
e st 7271 732:S + 73227342
7423p - T405-7427
7649S + 7645-766€
77464 - T72774¢€
7841S + 7841-785¢
H 80284 - 800¢-802¢
8210S + 821(-823(
82594 - 824(-825¢
8552¢ + 855.-857: — J
86474 - 862¢-8647
8812S + 8812-8831
1 912¢ 88704 - 884¢-887(
—4 923¢ 9161¢ + 9161-917¢
92314 - 9212-9231
95564 - 953¢-955€
9568¢ + 9577-9592
9983¢ + 999(-1000¢ J
100504 - 1002(-1005( —
10533¢ + 1053:-1055:
105834 - 10564-1058:
10996¢ + 10997-1101¢
11011¢ + 1099+-1101(
11491¢ + 1149+1151(
115314 - 11515-1153( J
11991¢ + 1199+1201:
119954 - 1197+1199¢
12465¢ + 12465-1248:
L 125124 - 1251+1253( —
12961¢ + 129651298+
129924 - 1297:-12922
134628 + 1346.-1348:
134664 - 1344¢-1346¢ -
13957¢ + 13957-1397¢
139784 - 1395¢-1397¢
144518 + 1445:-1447(
144744 - 14458-1447:
14839¢ + 1484(-1486:
149564 - 1493¢6-1495¢
15381¢ + 15381-1540:
15470¢ + 1547(-1548¢
154724 - 154721549
— 1578¢ 5'-Termina 158774 - 15877-1589+
J 1589:

Figura 4.2. Esquema geral do genoma do virus domger CAM-70 e lista dos oligonucleotideos utilizagara a amplificacdo dos
fragmentos e para o seqlienciamento.
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4.7. Sintese de DNA complementar, amplificacdo egéenciamento nucleotidico dos

virus obtidos de placas de lise

A mesma metodologia e os mesmos kits do item 4dhfaitilizados nesta etapa do
trabalho, com algumas adaptacdes. Os RNAs extréddagessuspensos em volumes de 10
pl. De acordo com a literatura, a regiao utilizadea genotipagem fica compreendida entre
0s nucleotideos 1233 e 1682. Um fragmento compidemahtre os nucleotideos 950 e 1907
foi amplificado por PCR e para a reacdo de segaemsito foram acrescentados os

oligonucleotideos internos 1335 e 1521.

4.8 Cultivo do virus CAM-70 em fibroblastos de emhé&o de galinha para estudo do

interferon

As células foram preparadas como descrito no ite8ne4cultivadas em garrafas de
25cnf em duas densidades celulares diferentes denorsirdtdadensidade (AD) com 6x10
células/cth e baixa densidade (BD) com 1x1@élulas/cri Apés 48h de cultivo, as
monocamadas foram infectadas com 1ml de suspemsdale CAM-70 VSF-2. As culturas
foram incubadas por 2h a 30°C para adsor¢édo ds.\Apos este periodo, o meio foi reposto
e as culturas reincubadas por até 15 dias. Diantndéoram coletadas uma garrafa AD
infectada e uma garrafa AD controle para extragddR8lA total. Para titulacdo viral e
titulacdo de interferon foram coletadas quatroajas: Uma AD infectada, uma AD controle,
uma BD infectada e uma BD controle. Foram feités tinéticas de replicacao viral usando
diferentes multiplicidades de infeccdo (MOI). Nopexkmento 1, as culturas em AD e BD
foram infectadas com MOlIs iguais de 0,08; no expento 2 foram inoculados 5,17 PFU
para as duas densidades celulares, resultando end®i@022 para AD e 0,132 para BD; no
experimento 3 as culturas foram infectadas com B0,05. Os experimentos 1 e 2 foram
acompanhados por 15 dias e o experimento 3 pora%0 d

4.9 Titulagcéo do interferon em fibroblastos de embéo de galinha

A metodologia utilizada neste ensaio foi descrita Rubinstein e colaboradores
(1981) e baseia-se na medida da reducédo do efedmatico do virus Sindbis frente uma
cultura de células (CEF) tratada com uma amosteacgutém interferon (culturas do virus
CAM-70 em BD e AD). O virus Sindbis € sensivel &bl le por esta razéo foi utilizado no

ensaio.
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As culturas foram colhidas diariamente, congelaglatescongeladas, clarificadas e
separadas em aliquotas de 0,5ml devidamente idedtfs. As aliquotas foram estocadas em
freezer —70°C para posterior titulacdo pelo méaelcontagem de placas de lise em células
Vero em para titulacdo do IFN.

Vinte e quatro horas antes do teste, placas deifi6ias foram semeadas com uma
suspensdo de células CEF na concentracdo<t@ 2élulas/crh em meio para placas e as
culturas recém-preparadas incubadas a 37°C emfaaaoe 5% CQ

No dia do teste, o virus CAM-70 contido nas culiuia CEF foi inativado através da
incubacdo a 56°C por 1h. Os controles das cultseas virus (controle negativo) tambéem
foram tratados pelo calor. Para a confirmacédo @évicdo do virus, 100ul de todas as
amostras foram inoculados em culturas de células entendo 1,%510° células/crh em
placas de 24 orificios, preparadas de vesperaslkessimras foram incubadas por 1h a 37°C
em atmosfera de 5% GQpara a adsor¢do do virus. Em seguida o inoculeefoado e foi
adicionado 1ml de meio contendo carboximetilcelilas 1,5%. As culturas foram ent&o
incubadas por mais sete dias, e ap0s esse perfoanoaocamadas foram fixada com
formaldeido 10%, coradas com cristal violeta 0,G%#nalisadas para avaliagcdo da presenca
de placas de lise.

Para o teste do interferon propriamente dito, agsténas foram diluidas em placas de
cultura de 96 orificios com meiol99 Earle’s pardivos celulares em placas, da seguinte
maneira: as suspensdes provenientes das cultdesdanas com CAM-70, bem como os
controles negativos foram adicionados aos orificlasprimeira coluna (1A-F) das placas
(todas as amostras foram testadas em duplicaib)idos 1:8 em meio para um volume final
de 220ul. A todas as colunas restantes (2-10) fadicionados 110ul de meio, e diluicdes
seriadas na base dois foram feitas transferindot8gl, de uma coluna para a seguinte, até
atingir a décima coluna da placa. Esse procedimestdtou numa diluicdo da amostra inicial
de 4096 vezes. As duas ultimas colunas (11 e 1glada de 12 colunas foram utilizadas para
o controle de virus. As duas ultimas linhas (G aeléplaca foram utilizadas para o controle
de células. Em seguida todo o meio das placas rbmtas culturas foi retirado e 100ul das
diluicbes acima descritas foram transferidos parplacas contendo as células. Os controles
de virus e células receberam apenas 100ul de A®iglacas foram incubadas por 24h como
descrito acima. No dia seguinte, as células foragafiadas com virus Sindbis. Sem retirar o
sobrenadante das placas, eram adicionados 100prhdediluicdo 1/128 de um estoque do
virus produzido em nosso laboratorio, concentragéioma necessaria para provocar mais de
80% de efeito citopatico em culturas de CEF natades. Apenas meio foi adicionado ao

controle de células, e apenas suspensao viral m@biSifoi adicionada as duas ultimas
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colunas da placa. As culturas foram novamente axta por 24h como descrito acima. Apos
esse periodo, as células foram fixadas com a adie&D0Oul de formaldeido 10% e coradas
com cristal violeta 0,04%. As placas foram anabsadisualmente e descoradas através de
rapida incubacdo com 200ul de etanol contendo 1% H@ volume de 100ul de cada
orificio foi transferido para uma placa de ELISAa@bsorbancia a 540nm determinada em
leitor de ELISA (ICN Titertek Multiskan MCC/340). kitura dos orificios dos controles de
células permitiu estimar a densidade Optica (DQ§ epresentaria 50% de destruicdo da
monocamada (“end-point”). O calculo foi realizagfpavés de regresséao linear usando as
diluicbes e as médias das leituras imediatameriégiones e superiores a leitura do “end-
point” para estimar a diluicdo que representari 5@ efeito. Os titulos de interferon foram
expressos em reciproca da diluig&o.

4.10 Titulagao viral por contagem de placas de lise

A titulacdo viral foi realizada em monocamadas ékilas Vero. A dosagem dos
titulos virais foi realizada pela contagem do nilomde placas de lise produzidas em
monocamadas de células Vero, sob meio contendmdarétilcelulose a 1,5%. Foram
usadas placas de 24 orificios, com células Ver@adas & densidade de 150.000 células/cm
24 horas antes do uso. Para a infeccdo, foramsfeilaicdes seriadas (f0a 10°) da
suspensao viral e inoculagdo da monocamada comnl 8i6Gzada diluicdo, com incubacéo de
1h a 37°C em atmosfera de 5% de,C&m agitacdo peridédica. Em seguida, o indcuio fo
retirado e adicionado 1ml de meio contendo carbetiioelulose a 1,5%. As culturas foram
reincubadas por sete dias em estufa a 37°C emfatmake 5% de CO Apds esse periodo,
as monocamadas foram fixadas com formaldeido 1@¥radas com cristal violeta 0,04%.
As placas de lise presentes em cada diluicdo farantadas e o numero de unidades
formadoras de placas (PFU) por ml de amostra foutado.

O calculo do titulo viral foi feito segundo a férlaulog,, do n° médio de placas de
lise/orificio + log diluicdo correspondente + IdlO (fator de correcédo do volume para 1 ml
uma vez que um volume de 100ul foi usado como indchesta forma, os valores foram

expressos em lggPFU/ml.

42



4.11 Isolamento de RNA total de fibroblastos de emido de galinha para estudo do

interferon

O RNA total deGallus gallus foi isolado a partir da monocamadas de culturas de
células CEF utilizando o reagente TRIzol LS® (Imwifen), seguindo as orientacdes do
fabricante. Foram realizados dois grupos de exmatios. Diariamente, duas culturas, sendo
uma infectada e outra controle em AD, foram triizsidas, ressuspensas em 1ml de meio, e
suas células contadas. A quantidade de célulaslaotiti ajustada para conter 5%10
células/ml. Este procedimento foi repetido diaeate até o fim do experimento, e 0 nUmero
de células foi utilizado para a normalizacdo dassiras provenientes de diferentes dias de
cultura de modo que o RNA fosse extraido do mesameeno de células independentemente
do tempo de cultura. As aliquotas de 250ul forarti@uhdos 750ul de Trizol LS®
(Invitrogen), agitou-se em vortex por 15 segundosrgelou-se em freezer a -70°C.

O RNA extraido foi ressuspenso enmull&le HO livre de RNase e DNase (Promega,
Madison, USA) e em seguida tratado com DNase ¢ lilg RNase (1YL, Epicentre), em um
volume de 2QL com 1x PCR buffer Il (50mM KCI| e 10mM Tris-HCI pB,3 - Applied
Biosystems), 2mM MgGle 4U DNase I. Os tubos foram incubados por 3Gan37C e a
reacdo terminada pela adi¢céo deil5@e TE e 200L de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1 viv). Os tubos foram agitados vigorosamententrifugados por 3min a 14.000g em
microcentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Germany). Aefaaquosa resultante foi transferida
para um novo tubo e em seguida foi feita a pregamn do RNA pela adicdo de %2 volume de
7,5M de acetato de amoénio e 2 volumes de etanalwbs Os tubos foram agitados e
incubados por 15min a temperatura ambiente e emidsegentrifugados por 15min a
14.000g. O sobrenadante foi descartado e o pradgpiavado com etanol 75%. O RNA foi

ressuspenso em um volume deiR@e HO livre de RNase e DNase (Promega).

4.12 Sintese de DNA complementar e amplificacdo dgenes ligados a via do interferon

Para a analise da expressdo dos genes ligadosdb VFEN, a partir do RNA total
obtido de cultura de células CEF, utilizamos a mheltmgia RT-PCR. O equipamento
GeneAmp System 9700 (Applied Biosystems) e as smafi@ram realizadas utilizando o kit
“GeneAmp Gold RNA PCR Reagent Kit” (Applied Biosgsts).

Inicialmente, 4L de RNA total e [iL de dligo dT (1,25M) foram aquecidos a 9G
por 5min e resfriados a temperatura ambiente. Aéd\ RNligo dT foram adicionados (ib
de uma mistura contendo 1x RT-PCR Buffer (15mM-H@ pH 8,3 e 10mM KCI), 2,5mM
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MgCl,, 25QuM de cada dNTP, 10U de inibidor de RNase, 10mM DIHU de transcriptase

reversa MultiScribe (Applied Biosystems, FosteryClSA). Os tubos foram incubados por
10 minutos a 25°C e 12 minutos &@2A cada 1QL de cDNA obtidos foram adicionados,

em um volume de }8., uma mistura contendo 1X RT-PCR Buffer (15mM JHi€l pH 8,3

e 10mM KCI), 1,75mM MgGl 20QuM de cada dNTP, 0,20M de cada oligonucleotideo

especifico para a amplificacdo da interleucinashé¢la 4.3) e 2,5U da DNA polimerase
AmpliTaqg Gold. Essa mistura foi aquecida por 10mirO5C para a ativacdo da Taq
polimerase, e submetida a 35 ciclos a: 1) 95°C3p0sr 2) 55°C por 30s e; 3) 72°C por 1
minuto.

Para as culturas destinadas a extracdo de RNA lakscéram contadas e as
quantidades normalizadas entre os pontos, comeitdeso item 4.11, no entanto, pequenas
variacbes nas contagens das células bem como ciénefa da extracdo de RNA total
poderiam ser introduzidas durante o experimentca Pamparar os niveis de amplificacdo
entre as amostras, um controle positivo de amatfio do gene d@-actina, um gene
constitutivo, foi introduzido a cada teste, e oehide fluorescéncia das bandas amplificadas
de cada ponto comparadas visualmente. Além diss@ontrole negativo de amplificacéo era
feito a cada RT-PCR, onde a mistura de reacao ssiicao de RNA era submetida a todas as
etapas de amplificacdo, a fim de garantirmos queéhuma RNA ou DNA contaminante
poderia ter sido acidentalmente adicionado a nastur

Os produtos de PCR foram analisados por eletradoees gel de agarose 2% (m/v),
em TAE 1X juntamente com marcador de massa e tamardiecular (Low DNA mass

ladder, Invitrogen) e coloracdo posterior com brmnge etidio.

Tabela 4.1. Desenho dos oligonucleotideos parasande expressdo de interleucinas de

Gallus gallus, segundo autores abaixo

Nome L Tamanho L
. Tamanho/  Descricéo do Posicéo no L
N° do Seqliéncia L . i do Referéncia
. Direcao Oligonucleotideo mRNA
6ligo produto
1 CEF0O5 5-CCCCCGTGCTGTGTTCCCATCTATCG-3’ 26mer j (+ 78 - 103
Beta Actina Kost et al.,
248bp
AN: X00182 1983.
2 CEF06 5-GGGTGCTCCTCAGGGGCTACTCTCAG-3 26mery (- 280 - 305

250AS - locus A
CEF23  5-TGCCGACGTGGTGCTCTTCATCAACT-3' 26mer/ (+) 210 - 235
(AN: AB002585) Yamamoto
449bp
e B; (AN: etal., 1998.

CEF24 5-TGGGGTACTTCGGCTTCAACATCTCCTT-3"  28me¥)( AB002586) 658 - 631
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4.13 Analise comparativa dos genomas de CAM-70 e @epas vacinais de sarampo

publicadas no GenBank

As regides codificantes e nao-codificantes da eggimal CAM-70 analisada neste trabalho
foram comparadas com as sequéncias gendmicas ¢ample outras vacinas de sarampo
depositadas no GenBank. Seguem abaixo as cepasigaeistudadas e seus respectivos
nameros de acesso ao GenBank: Edmonston selvagdf266288; CAM-70 = DQ345721;
as cepas Schwarz = AF266291 e Moraten = AF26628Y pqrtilham seqiéncias gendémicas
idénticas; AIK-C = AF266286; Edmonston-Zagreb = A6084; Rubeovax = AF266289;
Changchun-47 = AF128250. As sequéncias gendmicasistiados selvagens que deram
origem a diversas vacinas nao derivadas da cepatsiaom ndo estdo disponiveis. Portanto,
para efeito de comparacao e devido a grande sengellemtre os virus selvagens do genotipo
A e as cepas vacinais, o isolado Edmonston selvdgeronsiderado como o progenitor

comum a todas as vacinas analisadas.
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5. RESULTADOS

5.1 Sequenciamento do virus semente e das passagens

A estabilidade genética do virus do sarampo wapaal CAM-70 foi avaliada apos
10 passagens do virus semente FMS-7, realizadasmiicdes de producao da vacina contra
o sarampo. Foi realizado o seqiienciamento nucleotétireto dos cDNAs amplificados do
virus semente FMS-7, de sua terceira passagenesporrdente a vacina propriamente dita e
da décima passagem. As trés sequéncias obtidas trpositadas no GenBank e revelaram
resultados idénticos (Tabela 5.1).

Duas heterogeneidades (T/C) encontradas nas psskd@® e 5187 do genoma de
FMS-7 foram mantidas na terceira e na décima passa§stas heterogeneidades estdo
localizadas no espaco intergénico entre os gene$-NFigura 5.1).

A tabela 5.1 apresenta as diferencas nucleotidioa® o0s resultados obtidos neste
estudo, os de Rota e colaboradores (1994) e Santmdaboradores (2003), que também
sequenciaram alguns genes de CAM-70. No gene RApag545 do genoma, encontramos o
cédon TTG, diferentemente de Santos e colaborad@0€8), que identificaram CTG. Nessa
posicdo a alteracdo € silenciosa. Na posicdo 3@d4kngamos AGA, que corresponde a
arginina e Santos e colaboradores (2003) encontr&AA que corresponde a lisina. No
gene H, posicdo 7548, identificamos o cédon ATA ggeivale a uma isoleucina e Rota e
colaboradores (1994) acharam ACA que codifica p@@nina. Na regido nao-traduzida do
gene H, posi¢cdes 9144 e 9203, encontramos o0s higeles A e G. Rota e colaboradores

(1994) encontraram T e A, respectivamente.
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Tabela 5.1. Alteracdes nucleotidicas e de aminodadtre seqiéncias de CAM-70

Posicdo Gene Sequéncia Sequéncia Sequéncia Expressao
DQ34572% AF517559  U03649
DQ345723
DQ345728
2545 P TTG CTG - silenciosa
3041 P AGA AAA - R- K
7548 H ATA - ACA - T
9144 H A - T nao traduzifa
9203 H G - A nao traduzida

& Genbank n° de acesso para terceira passagem de7fCAM
® Genbank n° de acesso para lote semente de FMS-7;
¢ Genbank n° de acesso para décima passagem de GAM-7

4 Genbank n° de acesso para Saatas 2003;
¢ Genbank n° de acesso para R, 1994;
" regido nao traduzida do gene
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W 50225 _V3B4C_E0S5_09.abl(1>719) "
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i seqMan - [Alignment of Contig 1] =17l x|
= File Edit Sequence Contig Project  Met Search Help I =0
Pogitcion: 5214 15.594kh
| SlI?U | SlIBU | SlIQD | 52IUD
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Figura 5.1. Cromatogramas mostrando as hetogeresdas posi¢cdes 5180 e 5187 do genoma de FMS-%, VSF
3 e VSF-10.
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5.2 Sequenciamento dos virus obtidos da placaslde

Com o intuito de identificar a presenga de sub-fam@es virais, o virus FMS-7 foi
inoculado em culturas de CEF preparadas em placagid orificios e recobertas com meio
de cultura contendo agarose. Os virus originadgdatmas de lise suficientemente afastadas
umas das outras foram coletados e analisados gaaségiéncia de 450 nucleotideos da
regidao C-terminal do gene N.

Quinze placas de lise foram selecionadas, propagadauma passagem em CEF,
testadas para determinacao do titulo viral e aiogtihs por RT-PCR (Tabela 5.2). Destas,
pudemos detectar titulo viral em nove, das qudes feeam positivas por RT-PCR. A regiado
analisada revelou sequéncias idénticas a do viMl&s-F para as sete amostras. A sequéncia
da amostra 9 apresentou uma heterogeneidade (@/ppsicdo 1370, em relacdo a sequéncia

de FMS-7 (T), porém, sem acarretar alteracdo deauido (Figura 5.2).

Tabela 5.2. Resultados da titulacdo viral e PCRvitois coletados das placas de lise

Placa de lise Titulo (lag pfu/ml)? PCR
1 5.42 +
2 4.7 +
3 <1.3 -
4 3.13 -
5 4.41 +
6 4.74 +
7 541 +
8 <1.3 -
9 5.6 +
10 <1.3 -
11 <1.3 -
12 <1.3 -
13 4.88 -
14 5.34 +
15 <1.3 -

2 Limite de deteccéo da titulagdo ={pd.3 pfu/ml.
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&4 SeqMan - [Alignment of Contig 1 _ 7| x
]

= Fle Edit Sequence Contig Projeck  Met Search  Help _|ﬁ'|i|
Position: 446 957 bp
410 420 430
PR T TR S ST (N SR SR ST ST S SR T TR R SR SN ST SR N S T S N S S S
}Tra.nslate}tonsensus CCAAGTATCATTTCTACAMTYTGFGTGATC AALLGFTGARGALGL
951-1907. seq(1x957) — | CCAAGTATCATTTCTACACGGT AT CAALGT GAGALAGR ;I

w 951s_ppd_E07_09.abl(19>733) —

®7 |2 B ! o2

CCAL4LGTATCATTTCTACA_NGGTGALTCLLLGTGARAIGA RAIL

w1907a pp? HO?_15.abl(ll»727)%

CCALAGTATCATTTCTACANGGT GATCAALLGTGALGAL

Figura 5.2. Cromatograma mostrando a heterogeneidagosicdo 1370 do genoma da amostra 9, coldeada
placa de lise formada por FMS-7 em cultura de CEF.
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5.3 Anélise comparativa dos genomas da cepa vaci@AM-70 e os de outras vacinas de

sarampo

Os alinhamentos das regifes codificantes e nadicamties da cepa vacinal CAM-70
analisada neste trabalho com as sequUéncias gemOrdeaoutras vacinas de sarampo
depositadas no GenBank estdo demonstrados na t&t®l@ o namero de alteracbes
nucleotidicas esta demonstrado na tabela 5.4.Mbaaliento completo das sequéncias pode
ser visto no anexo |. As alteracbes nucleotididasevadas entre as cepas vacinais estéao
distribuidas nas 13 regifes distintas do genontzl@as.4). Ha um total de 71 diferencas
nucleotidicas na CAM-70 em relacdo a Edmonstonageiw. Dez alteragbes estao
localizadas em regifes nao-codificantes e 61 rgéag codificantes, provocando alteracdes
de aminoacidos. Os resultados dos alinhamentos rd#ram que a cepa CAM-70 € a mais
divergente enquanto que a Edmonston-Zagreb é ageaislhante a Edmonston selvagem,
com 99,55% e 99,8% de similaridade, respectivame@ténze alteracdes nucleotidicas
ocorrem na mesma posicao do genoma em todas asmsaestudadas, resultando em 10
mudancas de aminoacidos. Estas mudancas néo estit@as a nenhuma regiao especifica e
encontram-se espalhadas pelo genoma. Uma sul@titegdificante na posicdo 8906 do
genoma foi comum a todas as vacinas exceto parafsion-Zagreb, que ndo mudou. A
regido 3’-lider apresenta uma mudanca de nuclentidenum a todas as vacinas (posi¢ao
26), outra comum a todas as vacinas com excec&amenston-Zagreb (posicdo 42) e duas
alteracbes especificas para Edmonston-Zagreb {essig2 e 96). A regido 5'-trailer
apresenta uma alteracéo especifica para cada usegomtes virus: AIK-C (posi¢cao 15789),
CAM-70 (posicao 15795) e Edmonston-Zagreb (posici#3).

O maior acumulo de substituicbes dentre as regi@escodificantes da CAM-70
encontra-se na regiao nao traduzida entre os g¢meE, somando quatro alteracdes. O gene
P da CAM-70 mostrou-se 0 mais divergente com l12ag@@s exclusivas e duas mutacdes
comuns a todas as vacinas.

A divergéncia genética entre a cepa CAM-70 e asaswepas vacinais também pode
ser verificada quando analisamos a arvore filogemétla figura 5.3. As amostras
sequenciadas neste trabalho foram alinhadas camgé€ncias gendmicas de outras vacinas
de sarampo, ja citadas acima, para a construcaovdee. Podemos observar que as amostras
VSF-3, VSF-10 e FMS-7 formam um ramo distinto daoée, distante filogeneticamente dos
outros ramos formados pelas vacinas originadasaado Edmonston. As cepas vacinais
Moraten e Schwarz possuem seqiéncias exatamendés,ignesmo tendo historico de
passagens diferentes, e formam um Unico ramo. A Eabeovax, também derivada da
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Edmonston aparece como um anscestral de Moratercthea®&. As cepas AIK-C e
Edmonston-Zagreb aparecem no mesmos ramo proxim@haagchun-47, vacina néo
derivada da Edmonston. Como esperado, a cepa Etbm@evagem aparece como ancestral
comum de todas as cepas vacinais. A cepa referdiei&ichinoseB95a, pertencente ao

genotipo D, foi usada como grupo de fora.
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Tabela 5.3. Comparacdo dos genomas completos dabkmponston selvagem e de cepas

vacinais do virus do sarampo.

Posnt| PosAA| Edwt | CAM | AIK [Mor |Sch |EZ |Rub |C47 AA
26 - A T T T T T T T -
42 = A C c c C T C C =
96 - G . . . o A o . -

275 N56 C . . G G . . . \Y4
280 N58 T C . . . . o o L>S
449 N114 T A . . . . . . L
492 N129 C . A . . . . . QK
548 N147 C . . . . . o T [S
550 N148 A . . G G . . . E->G
623 N172 C . . . . T . . A
722 N205 A . . . . . G . V]
903 N266 T C . . . . . . L
998 N297 G A . . . . . . E
1214 N369 A G . . . . . . vV
1408 N434 G C . . . . o o G>OA
1528 N474 A . . . . . . C DA
1702 - A G . G G . G . R
1724 - C . . A A . . o R
1806 - G A . A A . A . R
1866 P20 G A . . . . . . K
2046 P80 c T T T T T T T G
2098 P98 A G . . . . o o G>R
2101 P99 A G . . . . o o D>N
2134 P110 T . . . . . . C Y>H
2135 P110 A G . . . . . Y->C
2139 P111 T . . C C . C . Y
2167 P121 A G . . . . . o K>E
2194 P130 A G . . . . . o M-V
2219 P138 A G . . . . . o D->G
2222 P139 G . . . . . . A SON
2229 P141 C . . . . . . L
2299 P165 A G . . . . o o 1>V
2451 P215 C . . . . T . . [
2480 P225 A G G G G G G G E>G
2603 P266 G C . . . . . o G>A
2630 P275 G . A . . . o o cCovY
2659 P285 T C . . . . . . WSR
2709 P301 A G . . . . . . E
2710 P302 G . . . . . o A ES>K
3061 P419 C A . . . . o o =Y
3122 P439 T . C . . . . . Lo>P
1866 C13 G A . . . . o o ROK
2046 C73 c T T T T T T T AV
2098 C90 A G . . . . . . Q
2101 C91 A G . . . . . . E
2134 C102 T . . . . . . C Y,
2135 C103 A G . . . . o o 1>V
2167 C113 A G . . . . . . L
2194 C122 A G . . . . . . S
2219 C131 A G . . . . . o 1>V
2222 C132 G . . . . . o A AT

As cepas vacinais estao identificadas, com sepsctgos nimeros de acesso ao GenBank: Ed wt = &stomo
selvagem (AF266288); CAM = CAM-70: (DQ345721); ampas Sch = Schwarz (AF266291) e Moraten
(AF266287) partilham seqiiéncias genémicas idéntisds = AIK-C (AF266286); EZ = Edmonston-Zagreb
(AY486084); Rub = Rubeovax (AF266289); C47 = Chdnge47 (AF128250). Abreviacdes: Pos nt = posicéo
nucleotidica; Pos AA = posicdo de aminoacido; AAminoacidos apresentados como simbolos de letca.tni
Sombreados representam mudangas comuns a todaaciagsv Letras em negrito representam alteragdes
nucleotidicas exclusivas para vacina CAM-7®ieterogeneidades para CAM-70; nucleotideos em malais
representam a populagdo majoritaria.
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Ntpos | AApos| Edwt| CAM | AIK |Mor [Sch |EZ |Rub |[C47 AA
2229 C134 C . A . . . . . SOY
2299 C157 A G . . . . . . L
1866 V20 G A . . . . . . K
2046 V80 C T T T T T T T G
2098 Vo8 A G . . . . . . ROG
2101 V99 A G . . . . . . N=>D
2134 V110 T . . . . . o C Y>H
2135 V110 A G . . . . . . Y->C
2139 V111 T . . C C . C . Y
2167 V121 A G . . . . . o K>E
2194 V130 A G . . . . . o M-V
2219 V138 A G . . . . . o D->G
2222 V139 G . . . . . o A SON
2229 V141 C . A . . . B . L
2299 V165 A G . . . . . o 1>V
2451 V215 C . . . . T . . [
2480 V225 A G G G G G G G E>G
2603 V266 G C . . . . o . R->S
2629 V275 G . A . . . B . ]
2659 V285 T C . . . . o . VoA
3431 - T . . G G . . o R
3448 M4 T . . C C . C . 1>T
3487 M17 Cc . . . T o o SSL
3506 M23 C . G . . . . . P
3598 M54 T . C . . . . . F>S
3619 M61 G A A A A A A A D->G
3627 M64 C T . T T . T . P>S
3661 M75 C . . T T . . . S>F
3702 M89 G A A A A A A A E>K
3868 M144 T . . . . . o ¢ VA
3889 M151 C . . . . . o A TSN
3968 M177 G A . . . . . o M-I
4013 M192 G . . . . . . A V;
4111 M225 G T . . . . . . ROM
4118 M227 G T . . . . . . K>N
4292 M285 G A . . . A o . °>M
4515 - G . . . . . . A R
4536 - G . T . . . . . R
4574 - G . A . . . . . R
4608 - T . . . . . C C B
4611 - C . T . . T . . R
4742 - T . . . B . . C R
4763 - T . . . B . . C R
4925 - G . . . B . . T R
4978 = T C c c C C C C =
5030 - C . T . . . . . R
5180 - T Tic . . . . . . -
5187 - T Tic . . . . . . -
5308 - T . . . B . C . R
5348 - T . . . B C . . R
5349 = T C c c C C C C -
5402 - C T . . . . . . R
5427 - T C . . . . . . R
5514 F19 G A A A A A A A Q
5613 F52 A C . . . . . . Q->H
5776 F107 A G . . . . . . S>G
5944 F163 G . . A A . . . A>T
5950 F165 A G . . . . . . R>G
5956 F167 G . . . . . o T ASS
6102 F215 A G . . . . . . S
6117 F220 C . . T T . T . S
6475 F340 G . . . . . o A GOR
6542 F362 C T A A A . A . S>Y->F
6649 F398 T C . . . . . . Y->H
6707 F417 C A . . . . . . A->D
6712 F419 C . A . . . . . H>N
6743 F429 C . . . . . T . 1




Ntpos | AApos| Edwt| CAM | AIK [Mor |[Sch |EZ |Rub [C47 AA
6774 FA439 C . . . . T . . D
6815 FA53 C . T . . . . . S>L
6937 F494 A . T . . . o . SC
7143 - C G . . . . . . -
7243 - T . . C C . . . R
7407 H46 © T T T T T T SOF
7544 H92 C . . . . . . T L
7548 H93 C T . . . . . . =21
7621 H117 C . . A A . . . F>L
7669 H133 C . . . . . . A F>L
7740 H157 T C . . . . . . VoA
7794 H175 G A . . . . . . R>K
7901 H211 A G G G G G G G S>G
8109 H280 T . . . . C . . VA
8174 H302 G . C . . . . o G>R
8282 H338 C T A . . . . B P>TSS
8634 H455 C A . . . . . . T>N
8641 H457 G . A . . . . . [3
8707 H479 T C . . . . . . S
8711 H481 A T T T T T T T Y->N
8721 H484 C . A . . A . A TN
8784 H505 A G . . . . o . DG
8906 H546 G A A A A . A A S>G
8918 H550 T . . . . . . G =YY
9045 H592 G A . . . . o o G>FE
9078 H603 G A . . . . . . G>FE
9139 - C . T . . . . . B
9144 - A . T . . T . T R
9846 L204 A G . . . . . . 1>V
9874 L213 G A . . . . . . SON
9936 L234 A G . . . . o . [EYY
10225 | L330 T . . C C . . o 15T
10555 | L440 A . . . . G . . KSR
10771 | L512 T . . . . . . C VA
11306 | L690 A . . . . . . C S
11401 L722 A C . . . . o . Y-S
11999 | L922 A . . . . G . . T
12308 | L1025 T . . . o . . C S
12486 | L1084 C T . T T . T o L
12505 | L1090 G A . . . . . . ROK
12506 | L1090 G A . . . . . . R>K
12521 | L1095 C . . . o . . A T
12600 | L1123 A . . . . . C . R
13247 | L1338 T C . . . . . . L
13458 | L1408 G . A . . A . TSA
14066 | L1611 C T . . . . . . H
14103 | L1623 A . G . . . . o TOA
14179 | L1648 G T . T T . T . M->R
14383 | L1717 A C © © C © C C D>A
14579 | L1782 A G G G G G G G E
14612 | L1792 T . . . . C . . S
14630 | L1798 G . . A A . . . K
14892 | L1886 A G . G G . G o D->N
15038 | L1934 T . . . . C . . S
15039 | L1935 C B T . o . R R HSY
15086 | L1950 A . . C C . C . |
15454 | L2073 A . G . . . . o Q>R
15542 | L2102 T . . C C . C . [S
15574 | L2113 G . . A A . . . R->K
15704 | L2156 T . . . . . . C R
15789 - G . A . . . . . -
15795 - C T . . o . . . R
15843 - T . . . . G . . -
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Tabela 5.4. Comparacédo das cepas vacinais doddrearampo em termos de substituicdo de

nucleotideos e de aminoacidos, em relagcédo ao Edonsnston selvagem.

Cepas vacinafs

Regided
CAM Sch AIK EZ Rub C47 VAC
3’- lider 2 2 2 3 2 2 2
N 6/2 3/2 1/1 1/0 2/1 2/1 0/0
<N-P> 2 3 0 0 2 0 0
P/VIC 14/25 3/4 5/6 3/3 3/4 5/9 2/3
<P-M> 0 1 0 0 0 0 0
M 717 5/5 4/3 4/4 4/4 5/4 212
<M-F> 4 2 6 4 4 7 2
F 8/6 5/3 5/4 2/0 5/3 3/2 2/1
<F-H> 1 1 0 0 0 0 1
H 13/12 5/5 8/7 5/5 4/4 8/7 4/4
<H-L> 0 0 2 1 0 1 0
L 13/8 10/5 6/5 713 8/3 8/3 2/1
5'- trailer 1 0 1 1 0 0 0
Total* 71/60  40/24  40/26 31/15 35/19 41/26 15/10

Similaridade (%) 99.55% 99.75% 99.75% 99.8% 99.78% 99.74% -

! As regides do genoma estdo identificadas em ordemgiescial, incluindo as regides
intergénicas.

2 As cepas vacinais estdo identificadas como se semme seus respectivos ndmeros de
acesso ao GenBank: CAM = CAM-70: DQ345721; as c&mdws= Schwarz (AF266291) e
Moraten (AF266287) partilham seqiiéncias gendmidéasticas; AIK = AIK-C: AF266286;
EZ = Edmonston-Zagreb: AY486084; Rub = Rubeovax2@4289; C47 = Changchun-47:
AF128250; VAC = mudancas comuns a todas as vacifass;valores numéricos estéo
apresentados como o numero de alteragBes nuctestideguidos pelo numero de trocas de
aminoéacidos em cada regido do genoma.

56



Moraten
Schwarz
Rubeovax
VSF-3
VSF-10
i FMS-7
— AIK-C
Edm-Zagreb
Changchun-47
— Edmonston-wt
MeV-IchinoseB95a

| 1 | | | I 1

408.0

400 350 300 250 200 150 100 50 O
Substituic6es nucleotidicas (% 100)

Figura 5.3. Esquema da arvore filogenética do gencompleto de cepas vacinais do virus do sarampo,
incluindo as trés passagens do virus CAM-70 e a pe@6tipo Edmonston selvagem. A cepa referén@®-M
IchinoseB95a, pertencente ao gendtipo D, foi usamao grupo de fora. Numeros de acesso ao GenBank:
Edmonston wt = Edmonston selvagem: AF266288; tié®is1 de passagem da cepa CAM-70, VSF-3:
DQ345721; FMS-7: DQ345722; VSF-10: DQ345723; Sclaw@F266291) e Moraten (AF266287) partilham
sequéncias gendmicas idénticas; AIK-C: AF266286n&agreb = Edmonston-Zagreb: AY486084; Rubeovax:
AF266289; Changchun-47: AF128250; MeVIchinoseBMN@001498.

57



5.3 Titulacdo do interferon em fibroblastos de embé&o de galinha

Culturas de CEF cultivadas em alta densidade @Daixa densidade (BD)e
inoculadas com o virus CAM-70 foram coletadas dagnte por um periodo de 10 ou 15
dias. Durante o0 acompanhamento da cinética, asrasleram observadas diariamente para
verificagdo do aparecimento de efeito citopaticsm #dos os experimentos, foi possivel
observar CPE apenas nas culturas em BD.

A capacidade do virus do sarampo, cepa vacinal GAMie induzir IFN nestas
culturas foi testada através de um ensaio queaitlivirus Sindbis como desafio. Este virus,
por ser comprovadamente sensivel ao IFN, mesmodquaroculado em MOI elevada
(Weigentet al, 1981), é utilizado como uma evidéncia indiretapdesenca do IFN nas
culturas.

A figura 5.4 apresenta um exemplo do experimee&dizado para dosagem de IFN
com o virus Sindbis em AD. Observa-se que noscarfi aos quais foi adicionada a
suspensao de cultura de CEF infectada com CAM-@&geito citopético (CPE) de Sindbis foi
inibido. O CPE de Sindbis apresenta uma relacéersava D.O. medida, ou seja, quanto
maior a D.O. maior o numero de células preservadasaior o titulo de IFN obtido no
sobrenadante. A figura 5.5 apresenta os gréficagramao a cinética de reducdo de CPE do
virus Sindbis, cultivado na presenca de susperafigudturas em AD e BD infectadas com o
virus CAM-70, estudadas por um periodo de 10 odiad®. O efeito inibitério da suspenséo
das culturas de CEF em AD infectadas com CAM-7@epéicacdo do virus Sindbis ocorreu
nos trés experimentos enquanto que nas culturddrméo houve detecc¢ao de inibicdo. Nas
curvas de titulagdo de IFN constatamos que nasraslem BD, para os trés experimentos, 0
titulo de IFN foi inferior ao limite de deteccédo tleste (diluicdo 1:8 ou 0,9 lgf). Nas
culturas em AD os maiores titulos obtidos foranpezkmento 1 = 1:512,8; experimento 2 =
1:138 e experimento 3 = 1:123. Estes valores reptasy uma diferenca de titulo em relacao
as culturas em BD de cerca dex@éxperimento 1); 1¥ (experimento 2), 16 (experimento
3).

As suspens0es virais provenientes das culturadl2ra BD também foram tituladas
em células Vero para a quantificacdo do titulolvixes trés experimentos, os titulos mais
altos foram obtidos nas culturas em BD. Nas cudeasitulacéo viral, avaliando a diferenca
entre 0os maiores titulos obtidos para AD e BD emacaxperimento verificamos: No
experimento 1, 0,7 lag PFU/mI; no experimento 2 , 0,93 led®FU/ml e no experimento 3,
0,75 logo PFU/mI.
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Diluigbes seriadas dos sobrenadantes das culnfextadas
com o virus do sarampo

8 16 32 64 128 256 512 1024

g‘\_‘f@‘u‘@ﬁ ® ’C

200 29000
EELE)

@

controle de
células

Figura 5.4 — Cinética de reducédo de efeito citepadio virus Sindbis, cultivado na presenca do s@gl@ente das
culturas de fibroblastos de embrido de galinha #e densidade, infectadas com o virus do saramgyoa ¢
vacinal CAM-70. As linhas mostram os dias pos-ipéec(pi) e as colunas representam as diluig6esdseridos
sobrenadantes. Esta figura representa duplicatdsideentre os dias testados no experimento e divote de

células.

59



8 1480 8 1 4,90
— - — ©
E 1440 @ E + 440 ©
3 [0}
=) Q o] 8]
TS t300 £ I +39 9
. T8 o &8
Q =
S t34 ¢ 9 +340 8 3
=) £ =) !
o +29 ¢ ° t2% &
1S zZ IS o]
° 1240 L o t240 Z &
g s 8 L 3
S 2 +190 T S 119 3 ©
Ke) = Ke) o
21 +140 £ 2 17 T140 3
[ EF =
0+ R KK KX H R KA KR HX—K 0,90 0 e S 0,90
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo em dias pi Tempo em dias pi
C
8 1 4,90
E 7 t440 8
2 6 g
L 64 13% 8
o o [
S 5] +340 53
(2] L D
9 44 t290 g2
£ ° .3
o 34 T240 =z o
S Ls
S 24 +19 o B
o ©
2 1 +140 2
[ 2
0 KA ‘ ‘ 09 K

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tempo em dias pi

Figura 5.5. Graficos da cinética de producéo derfieiton e de replicacdo de CAM-70 em culturas bieffilastos de
embrido de galinha (CEF) ao longo de 10 ou 15ahas diferentes multiplicidades de infeccdo (MG#.titulo viral
obtido em culturas em AD; - titulo viral obtido em culturas em BBA- titulo de interferon obtido em culturas em
AD; -x- titulo de interferon em obtido em culturas em. BDtitulo viral esta expresso em {p&FU/ml; o titulo de
interferon esta expresso em {pgla reciproca da diluicdo; o tempo estda expressodies pds-infeccao (pi).
Densidade celular para AD =xB0° células/cry densidade celular para BD =10° células/cth A. Grafico
representando o experimento 1, MOI = O®8Experimento 2, anput viral foi igual para as duas densidades
celulares; MOl AD = 0,022; MOI BD = 0,132. Experimento 3, MOI = 0,05; este experimento foirapanhado
por 10 dias.
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5.4 Deteccado da expressdo do gene de 2-5 oligoald¢osintetase (2-5 OAS) induzido por
CAM-70 em fibroblastos de embrido de galinha

Os resultados obtidos na titulacdo de IFN levaaasrer que o IFN fosse, realmente, a
causa da interferéncia na replicacdo do virus CAMeUltivado em culturas de CEF. Para
confirmar este resultado, a expressao de 2-50A&datipor IFN, foi analisada por RT-PCR
usando como controle negativo culturas ndo-infesta® gene constitutivo daactina foi
usado em cada reacao de RT-PCR com o objetivo rifecaese as diferencas encontradas
entre os dias de coleta eram devido a diferencasxpeessédo génica ou a diferencas nas
quantidades de RNA analisado. Os baixos rendimelg@d®NA ndo permitiram a deteccéo de
2-50AS nas culturas em BD, portanto sé as cultenasAD puderam ser avaliadas quanto a
expressdo deste gene (dados ndo mostrados). Oianatealisado neste teste foi o do
experimento 3. Na figura 5.6 pode ser observadxpaessdo de 2-50AS, somente nas
culturas infectadas, ao longo de 10 dias de colgitasar de haver, aparentemente, diferencas
em relacdo aos dias de coleta, a interpretacdoedaiados de 2-50AS em comparagao com
os def3-actina, demonstra que 0s niveis de expressaas@mbientes e continuos ao longo do
tempo de observacgao. Correlacionando este resuttachoa curva de titulacdo de IFN do
experimento 3 (Figura 5.5C), podemos ver que totita IFN comeca a ser detectado a partir
do terceiro dia de coleta e atinge o titulo maxmoauinto dia, ao passo que a expressao de
2-50AS pode ser detectada desde o primeiro di@ldéace permanece continua até o final do

experimento.
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Figura 5.6 — Transcricao reversa seguida de amgdifio por cadeia de polimerase (RT-PCR) para dateta
expressdo de 2-50AS em culturas de fibroblasto nderido de galinha (CEF) infectadas com o virus do
sarampo cepa CAM-70 em cinética de replicacao diealO dias. Os géis correspondenha2-50AS;B. B-
actina. As colunas correspondenipi dia infectada?) 1 dia controle3) 2 dias infectada4) 2 dias controle’)

3 dias infectadas) 3 dias controle) 4 dias infectada8) 4 dias controle9) 5 dias infectadaiO) 5 dias
controle;11) 6 dias infectadat2) 6 dias controlel3) 7 dias infectadat4) 7 dias controlel5) 8 dias infectada;
16) 8 dias controlel7) 9 dias infectadat8) 9 dias controle]l9) 10 dias infectad&0) 10 dias controle.
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6. DISCUSSAO

6.1 Estabilidade genémica do virus do sarampo cepaacinal CAM-70 ao longo de

passagens em fibroblastos de embrido de galinha

O virus do sarampo é monotipico e geneticamengeteaizado em oito clades (A-H),
divididas em 22 gendtipos reconhecidos (WHO, 2008flas as vacinas contra 0 sarampo,
independente da diversidade de sua origem ou tlemitas no processo de atenuacao, estao
classificadas na clade A. Analises anteriores, margo, classificaram a vacina CAM-70
como o membro mais divergente de sua clade (Bosh, 1994; Santost al., 2003). No
presente estudo pesquisamos a estabilidade gedétmgpa vacinal CAM-70 apds passagens
seriadas. O sequenciamento nucleotidico dos viogstnés diferentes niveis de passagem
analisados revelou sequéncias nucleotidicas i@ntiduas heterogeneidades encontradas nas
posi¢cdes 5180 e 5187 do genoma de FMS-7, tambéamfobservadas na terceira e na
décima passagem. Estas heterogeneidades estdaddaalno espaco intergénico entre os
genes M e F. Regides intergénicas contém elemgoatuam em cis e que estdo envolvidos
no controle da expressao génica e na replicacdgedoma viral. Parks e colaboradores
(2001) investigaram a presenca de marcadores deagi@o dentro destas regides. Nelas,
foram identificadas 21 posi¢cdes onde havia uma ais gliferencas entre a cepa Edmonston
selvagem e as cinco cepas vacinais estudadas.a peda qual as mutacdes do virus do
sarampo se acumulam nas potenciais seqUénciastuwpra am cis dentro das regibes néo
traduzidas € meramente especulativa. Entretantec@aazoavel sugerir que pelo menos
algumas destas mutacfes conferem uma vantagenvagdara a replicacdo viral sob as
condicbes usadas no processo de atenuacdo dosveoumis (Parkst al., 2001). As
heterogeneidades nucleotidicas encontradas no gedosnvirus analisados em nosso estudo
nao estdo relacionadas com os potenciais detertagae atenuacdo descritos por Parks.
Takeda e colaboradores (2005), através do uso rigige reversa, sugeriram um papel no
controle da replicacdo e na citopatogenicidade paemido ndo-traduzida entre os genes M e
F. De acordo com alguns autores, alteracdes nidileag nesta regido sdo esperadas e nédo
teriam uma influéncia significativa na virulénciagna vez que esta regido é capaz de
acumular e tolerar tais alteracdes (Hestaal., 1997; Santakt al., 2007). Embora o processo
de atenuacdo da CAM-70 tenha incluido uma etappuildicacdo de placas de lise, a
presenca e preservacdo das heterogeneidades podernecido vantagens replicativas
adquiridas no processo de fabricacdo da vacinag garnfoi descrito para a vacina de febre
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amarela (Pugachest al., 2002). A presenca de heterogeneidades em segsi@enomicas

de virus do sarampo nunca haviam sido descritay @gta razao a discussdo deste topico
torna-se restrita. No entanto, é importante erdate& limitagdo da analise genémica por

sequenciamento direto, que s6 € capaz de detect@mcdes presentes em concentracdes
superiores a 10-20% (Galletral., 2001; Pugachest al., 2004).

Identificamos trés diferencas nucleotidicas noegéh em comparacdo com a
sequéncia de CAM-70 estudada por Rota e colabaad®®94) e duas diferencas no gene P
em comparacao com a sequéncia estudada por Sardtzberadores (2003) (Tabela 5.1). De
fato, ambos os estudos efetuaram algumas passagernlulas Vero para obtencédo de
estoque para producdo de RNA e sequenciaram fragsnelonados de cDNA ao invés de
produtos de RT-PCR. Recentemente, foi descritgpggeagens em células Vero alteraram as
caracteristicas da vacina contra o sarampo cepaCAkspecialmente em relacdo ao fenotipo
de placas e de replicacdo. A cepa vacinal AlIK-Gmvedda da cepa Edmonston e também é
produzida em CEF. Sua propagacdo em cultura déaséllero pode levar a alteragdes no
genoma que refletem as adaptacBes a célula hospdtisjimaet al., 2006). Ademais,
produtos de RT-PCR representam a maioria dos genowrais € Seu UusO para
sequenciamento ndo revela uma minoria populacign@lpossa surgir durante a passagem
em Vero. Em células infectadas podem surgir vagmnirais, mas normalmente a grande
maioria, se néo todos eles, serdao mantidos a begigncias por selecdo negativa. Este fato
€ especialmente verdadeiro para virus RNA passdisessas vezes em cultivo celular sob
condicOes definidas (Domingal, 1994). Esta observacao pode ser confirmada ndese
Baricevic e colaboradores (2004), onde foram coagss as sequéncias gendmicas do virus
semente da vacina Edmonston-Zagreb e do virus aalio, que passa por passagens
adicionais. Os resultados obtidos confirmaram quduas sequéncias ndo diferem ao nivel

molecular.

6.2 Estudo de variantes virais atravées de selecde glacas de lise

A atenuacédo do vacina do sarampo cepa CAM-70 pgssouma etapa de purificacdo
de placas de lise, entretanto, uma vez que virus pdésuem uma natureza ggasi species
(Domingoet al., 1994), esperavamos encontrar variantes vireegsvéd da selecdo de placas
de lise. Embora tenhamos tentado manter as cordigdeplagueamento semelhantes as
condicbes das passagens, o virus nao foi capaagieepr a 30°C e para formacao de placas
de lise, os ensaios tiveram que ser conduzidos®°@.3@ motivo pelo qual os virus nao

formaram placas de lise a 30°C ndo estd claro. Zguplacas de lise foram coletadas,
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ressuspensas em meio de crescimento e passadagemnean culturas de CEF. Os virus
obtidos foram titulados em células Vero e testguwsPCR (Tabela 5.2). A sequéncia dos
450 nucleotideos da porcdo C-termia gene N é umaas regibes mais variaveis do
genoma e, nela, a variabilidade entre amostrasagehs pode chegar a 12%. Esta regiao
exclusiva ou juntamente com todo o gene H € usada genotipagem (Xet al., 1998;
WHO, 2003). Sete das placas de lise selecionadamfpositivas por PCR e sequenciadas
nesta regido (Tabela 5.2). Dentre elas, somente segé@éncia apresentou uma Unica
heterogeneidade em relacdo a FMS-7, ndo causandentanto, alteracdo de aminoacido.
Embora a temperatura de incubacéo possa reflemdaptabilidade da populagéo viral, ndo
esta claro se esta heterogeneidade pode ter ar@uvinda de alteragBes de temperatura.
Estudos anteriores sugeriram que o virus do sarguopsui taxa de mutacdo similar a de
outros virus RNA (Schrag al., 1999). Entretanto, estudos epidemiologicos lesaan que

o virus do sarampo demonstra estabilidade genéatieatuada no campo. Foi observada
pouca variagcdo nucleotidica em isolados pertensemtema cadeia de transmissdo comum
bem como em isolados pertencentes ao mesmo gendtipe coletados em ocasides
diferentes (Rotat al., 1996; Rimeet al., 1997; Oliveiraet al., 2002). As estimativas de taxas
de mutacéo levam a crer que 0s varios genotipasnagmte em circulacdo no mundo refletem
variacdes duradouras do virus do sarampo. Estdcegemonstra que a vacina do sarampo
cepa CAM-70 esta altamente adaptada as condi¢Oesltide e que é extremamente estavel
do ponto de vista genético. Uma vez que os pradsaé producao limitam a trés, o nimero
de passagens do virus semente, a seguranca desta gatd garantida, desde que sejam
mantidos os parametros até hoje utilizados. Emitetaa possibilidade de realizar sete
passagens adicionais mantendo a estabilidade ¢gnddi virus nos permite aumentar a

capacidade de producdo em quantidades, praticanmegggotaveis.

6.3 Capacidade de inducao de interferon em fibrobkios de embrido de galinha pelo
virus CAM-70 e sua sensibilidade ao interferon

A pesquisa em citocinas de aves foi iniciada comlescoberta de um fator, que
interferia com a replicacdo do virus da influenzareembranas corioalantdides de embrides
de galinha, denominado IFN (Isaacs & Lindenmanb,7 19Entretanto, s6 a partir de 1994 as
caracteristicas moleculares dos IFNs de aves passarser investigadas (Sekelliekal.,
1994), apesar da maioria dos IFNs de mamiferosgénsendo detalhadamente estudados, ha

muito mais tempo.
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Estratégias de clonagem permitiram a identificad@iam cDNA de galinha com um
pequeno grau de homologia com o cDNA de mamifema tFNs do tipo |. Entretanto,
caracteristicas da proteina por ele codificada,ocamn padrdo conservado de cisteina,
levaram ao reconhecimento do que foi chamado ChiKSick et al., 1996; Schultzt al.,
2004). A busca por novos genes de ChIFN resultarandentificacdo de um conjunto de
cerca de 10 genes sem introns para ¢Fbl-de um Unico gene para IF\todos localizados
no braco curto do cromossomo Z (Namtlal., 1998). Os varios subtipos de IFeNdiferem
entre si apenas por alguns aminoacidos. Por oatto, lo IFNB partilha somente 57% de
identidade com o IFNk, e sua atividade antiviral ndo é neutralizada gufcorpos anti-
ChIFN-a. Apesar da atividade antiviral especifica do I[F-durificado ser 10 vezes inferior a
do IFN-0, ensaios recentes demonstraram que dFM- IFN{3 sdo igualmente ativos,
sugerindo que ambos possuem func¢des bioldgicastdsi{Schumachest al 1994; Schultz
et al. 2004). Originalmente, os IFNseram denominados ChIFN1 e o IB\era denominado
ChIFN2, mas a nomenclatucd3 foi adotada com base na alta similaridades dastests
promotoras e nas respostas diferenciais a agamdesores virais e nao-virais entre 0s
subtipos de IFN do tipo | de mamiferos e galintielk(&t al., 1998; Lowenthatdt al., 2001).

O estudo de inducéo de IFN pelo virus CAM-70 ersibdidade deste virus ao IFN
foram realizados neste trabalho utilizando CEF cemustrato. A avaliacdo da influéncia do
IFN na replicagdo dos virus vacinais em CEF é etalgmara a otimizacdo de parametros de
producdo de vacinas. Um dos parametros observaalgsraducdo da vacina € o efeito
citopatico produzido durante o cultivo de virus. @amtrario das culturas em BD, as culturas
em AD permaneceram intactas, sem aparecimentoei® eftopatico, sugerindo protecéo
celular conferida pelas proteinas produzidas atrale indugdo do IFN. Para avaliar a
capacidade de inducdo de interferon do virus CAMMTOCEF, realizamos um ensaio para
deteccao de interferons baseado na reducéo do eif@patico de um virus desafio, adaptado
de Rubinstein e colaboradores (1981). Neste ensaigobrenadantes de culturas de CEF
inoculadas com o virus CAM-70, sao previamentadas a 56°C por 1 h. Este procedimento
inativa o virus do sarampo, mas nao inativa ogfertens (Isaacs & Lindenmann, 1957). Os
sobrenadantes diluidos séo transferidos para CHkatla em microplacas. As culturas séao
incubadas por 24 na presenca dos sobrenadantesygpsgtamente contém interferon, e entéo
desafiadas com o virus Sindbis. Este virus é iddicamo desafio pela sua reconhecida
sensibilidade ao interferon, por replicar eficiemémte em diversos tipos celulares e também
por reter a sensibilidade ao interferon, mesmo doanoculado em multiplicidades de

infeccdo elevadas (Lloyd al., 1983). Os resultados séo interpretados coméugd@h onde
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ha reducéo de 50% do efeito citopatico provocadio yieus desafio. Foi possivel evidenciar,
através deste ensaio, a presenca de um fator hoenadantes de culturas de CEF cultivadas
em AD e inoculadas com o CAM-70, que protegia dslas contra o virus Sindbis. Nas
culturas em BD, este fato ndo foi observado. De ffats trés experimentos de titulacdo de
IFN realizados os titulos virais obtidos nas calsuem BD foi superior aos das culturas em
AD, sugerindo que a acao do IFN pudesse estariloomtio para diminuir a eficiéncia da
replicagdo viral. O pré-tratamento de culturas élelas com interferon promove 0 aumento
nos niveis do interferon produzido por estas caftuem resposta a um agente indutor
produzindo um estado anti-viral (steady-state).e Hsnébmeno complexo é denominado
“priming” e pode alterar, quantitativa e qualitatimente, a transducéo de sinal induzida por
IFNs do tipo | (Stewart, 1971; van Boxel-Dezadtal., 2006). Nossos resultados indicam que
o fator secretado pelas culturas corresponde d.IANbossivel explicacdo para que este fator
nao esteja presente nas culturas em BD ¢€ de gleefgbo de haver seis vezes menos células
nas culturas em BD, ele seja secretado em menoremtracdes e nao seja detectado. De
fato, experimentos similares realizados com o vitadebre amarela cepa 17DD em nosso
laboratorio demonstraram que incrementos na detesidelular viabilizam a deteccédo de
IFN. Freire (2004) identificou o IFN como sendoatof responséavel por baixos rendimentos
do virus 17DD obtido em culturas de CEF em AD, abfarencas de titulo de até 2,2 log10
PFU/ml para os cultivos em BD. A inducdo de IFN eafturas infectadas pelo virus do
sarampo ja foi demonstrada por diversos autoresg(Hmders, 1959; Mirchamsy e Rapp,
1969; Volckaert-Vervliet e Billiau, 1977; Plumettal., 2007). No entanto, existem diferencas
entre cepas distintas na capacidade de indu¢cabNleNaniche e cols (2000) demonstraram
que cepas atenuadas do virus do sarampo induzeificsiivamente mais IFi/PB do que
isolados selvagens provavelmente por que estesodltsuprimem ativamente a producédo de
IFN. Dez passagens destes virus em células Veamfsuficientes para alterar seu fenétipo
de supressores para indutores de IFN. Em 1969chifinsy & Rapp ja haviam observado
que a cepa vacinal Schwarz induzia maiores quatgside IFN em culturas de BSC-1 do que
a cepa virulenta Edmonston. Células epiteliaisctaidgas com CAM-70 apresentaram uma
inibicdo marcante na multiplicagéo celular e pradum quantidades extremamente pequenas
de virus (Yokoteet al., 2004). Nos nossos experimentos, os titulossvmhtidos alcancaram
valores superiores em BD. Este resultado demormstcapacidade do virus CAM-70 de
induzir interferon em CEF. A influéncia do IFN ntitsilos da cepa CAM-70 em CEF néo foi
tdo expressiva como foi para os titulos do virusned 17DD da febre amarela. Entretanto, os

aumentos no rendimento viral observados nas calemaBD infectadas com o virus CAM-
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70 passam a ser mais significativos quando ex@dpsl para uma escala industrial de

producao de vacina.

6.4 Expresséao de 2-5 OAS deallus gallusinduzida por CAM-70

A replicacdo viral em vertebrados superiores ézhdd pela acdo dos IFNs que
induzem a transcricdo de genes que codificam par@ipas antivirais. O sistema 2'-5’
oligoadenilato sintetase (OAS) humano faz partéadgwoteinas e é codificado por trés genes
(OAS1 a OAS3), resultando em oito a 10 isoformaadpes por processamento alternativo de
MRNA (Mashimoet al., 2003). A OAS é ativada pela ligacdo a RNAs delalfita,
resultantes da infec¢éo viral. A OAS ativada catak sintese, a partir do ATP, de 2’-5
oligoadenilatos, denominados 2-5 AJA(2'p5), onde x =1-3 e ¥]. Estes acidos
nucléicos incomuns se ligam a forma monoméricaivaata RNase L induzindo sua
dimerizagdo e ativagdo. A RNase L ativa cliva mRBARNA presentes no citoplasma
celular, levando a inibicdo da expresséo protdiesy e Garcia-Sastre, 2001; Malashial .,
2005). A unica funcdo conhecida para a 2-5A, ate,h® se ligar e ativar a RNase L.
Recentemente, determinou-se que a regido do oligdgue interage com a RNase L é critica
e que somente oligdbmeros com mais de dois adenik#o capazes de ativar a RNase L (
Bisbal & Silverman, 2007).

As sintetases de galinha séo codificadas por usolgene, denominado ChOAS, com
pelo menos dois alelos, OA&® OAS™B. A diferenca entre os dois alelos esta no sexto ex
do gene: uma sequéncia de 96 nucleotideos na ptlighb de OASA esta deletada em
OAS*B e o primeiro codon de UbL2 de OAS*TGC (Cys), € convertido para TAC (Tyr)
em OAS™B. O alelo OASA codifica para uma proteina de 58kDa e o alelo BA&Jdifica
para uma proteina de 54kDa. Em galinhas com gen@fS* A/B os alelos OASA e
OAS*B séao transcritos em mRNAs diferentes, porém rataclos, e ambos séo traduzidos
(Yamamotoet al. 1998; Tatsumet al., 2000).

Os oligonucleotideos utilizados para amplificacg@cdAS de CEF foram desenhados
abrangendo uma regido comum &ms A e B, portanto, independente da CEF ter advindo de
galinhas homozigotas ou heterozigotas, o resukagerado da amplificacdo por RT-PCR, é
de uma banda Unica. Como uma medida indireta dec@imdde IFN pelo virus CAM-70 em
CEF, avaliamos a expressdo de OAS de CEF em altena AD. Devido a baixa
concentracdo celular em BD e, consequentemenigaritidade insuficiente de RNA, néo foi
possivel amplificar o gene para OAS nestas cult(ressiltado ndo mostrado). Os resultados
obtidos demonstraram a presenca de uma banda @éoitsistente com o tamanho esperado
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(449pb) nas culturas infectadas em AD, duranteDadids de coleta (Figura 5.6). A anélise da
expressdo de OAS em paralelo com a expressgadeéna demonstra que, embora possamos
observar bandas com intensidades distintas ao lalogo 10 dias de coleta, elas estéao
diretamente relacionadas as diferentes quantiddeledRNA extraido. Este resultado revela
uma expressao continua deste gene durante o pezgiddado. Apesar do IFN ter sido
detectado somente a partir do 3° dia de coletaesteanteve na cultura até o fim do periodo
de observacgao sugerindo estar presente em quaggidaticientes desde o 1° dia, permitindo
a continuidade da expressdo de 2-50AS. Diversagd@stja demonstraram a regulacéo
positiva de 2-5 OAS pelo virus do sarampo. Fujoots (1988) reportaram a inducao de
atividade de 2-5A pelo virus CAM-70 em células Kb@#na linhagem de células
hematopoiéticas malignas. Entretanto, a literatatata que virus atenuados sao indutores
mais potentes da regulacdo positiva de genes |ld&m ¢d®spedeira do que virus selvagens
(Bolt et al., 2002; Zillioxet al., 2005).
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7. CONCLUSOES

* A analise genética do virus CAM-70 apos 10 passagenCEF (VSF-10) demonstrou
que nas condi¢des de producdo estabelecidas eMdiguinhos o virus CAM-70 é
extremamente estéavel, ndo apresentando nenhumangaudacleotidica.

» Foram encontradas duas heterogeneidades na regjiéame genes M e F nos trés niveis
de passagens e nao correlacionadas com fatorésmlmedo descritos na literatura.

A analise dos 450 nucleotideos da regido C ternimaene N de virus isolados da vacina
(FMS-7) através de plagueamento em agarose ndouexaiantes.

* O virus do sarampo cepa CAM-70 demonstrou capaeidadinduzir IFN, reduzindo a

replicacdo e levando a diferencas de até 0 QR&d¢)/mL na cinética de crescimento viral.

A inducéo do INF pelo virus CAM-70 foi confirmadalps resultados de expresséo do

gene de 2-5 OAS que se apresentou ativo apenasiihass infectadas com o virus.
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Anexo |. Alinhamento das sequéncias nucleotidiaaggenoma completo (nt 1-15894) de
cepas vacinais do virus do sarampo em comparacaio acaepa prototipo Edmonston
selvagem e o isolado selvagem MeVichinoseB95a. OQstop representam 0 mesmo
nucleotideo presente na cepa Edmonston selvagemmefdd de acesso ao GenBank:
Edmonston wt = Edmonston selvagem: AF266288; thésinde passagem da cepa CAM-70,
VSF-3: DQ345721; FMS-7: DQ345722; VSF-10: DQ3457Zhwarz (AF266291) e
Moraten (AF266287) partilham sequéncias genomidésticas; AIK-C: AF266286; Edm-
Zagreb = Edmonston-Zagreb: AY486084; Rubeovax: A288; Changchun-47: AF128250;
MeVIchinoseB95a: NC001498
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Ednonst on- wt ACCAAACAAAGT TGGGTAAGGATAGATCAATCAATGATCATATTCTAGT GCACT TAGGATTCAAGATCCTATTAT CAGGGACAAGAGCAGGATTAGGGAT
FMB-7 e T e
VSF-3 e T e
VSF-10 T e
ALK-C e T e
Moraten L T o e e
Schwarz e T e e
Edm Zagreb ... T T A ...
Rubeovax L. T e e
Changchun-47 ... ... T G
MeV- 1 chi noSeBO5a .. ... .. A e

Ednonst on- wt ATCCGAGATGGCCACACTTTTAAGGAGCT TAGCATTGT TCAAAAGAAACAAGGACAAACCACCCATTACAT CAGGAT CCGGTGGAGCCATCAGAGGAATC
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ..................... A

Ednonst on- wt AAACACATTATTATAGTACCAATCCCTGGAGATTCCTCAATTACCACTCGATCCAGACTTCTGGACCGGT TGGT CAGGT TAATTGGAAACCCGGATGTGA
F - 7 Co
VS - B Co
VSF- A0 e Co
Al K- €
Or At BN e G .
SO WA Z G
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ....................... T A

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300



Ednonst on- wt GCGGGCCCAAACTAACAGGGGECACTAATAGGTATATTATCCTTATTTGT GGAGT CTCCAGGT CAATTGAT TCAGAGGATCACCGATGACCCTGACGI TAG
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X e
CNaNgCUN- 47 e e
MEV- | Chi NOSEBO DA . . .. e

Ednonst on- wt CATAAGGCTGT TAGAGGT TGT CCAGAGT GACCAGT CACAAT CTGGCCTTACCT TCGCAT CAAGAGGT ACCAACAT GGAGGAT GAGGCGGACCAATACTTT
FVB- 7 e A e
VSF- 3 A e
VSF- 10 A
Al K= € e A .......
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ... C................. T e

Ednonst on- wt TCACATGATGATCCAATTAGTAGT GATCAAT CCAGGT TCGGATGGT TCGAGAACAAGGAAAT CTCAGATAT TGAAGT GCAAGACCCTGAGGGATTCAACA
F - 7
R
S - L0
Al K- €
MOr at BN G e
SCWAT Z e P
Edm Zagr €D
RUD OV X e
Changchun- 47 T
MeV-lchinoseB95a ................ CC .. o

400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400

500
500
500
500
500
500
500
500
500
500
500

600
600
600
600
600
600
600
600
600
600
600



Ednonst on- wt TGATTCTGGGTACCATCCTAGCCCAAATTTGGGT CTTGCTCGCAAAGGCGGT TACGGCCCCAGACACGGCAGCTGATTCGGAGCTAAGAAGGT GGATAAA
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
Edm Zagreb ... ... 1
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-lchinoseB95a ................ T ....... G . G e

Ednonst on- wt GTACACCCAACAAAGAAGGGTAGT TGGT GAATTTAGATTGGAGAGAAAAT GGT TGGAT GT GGT GAGGAACAGGAT TGCCGAGGACCTCTCCTTACGCCGA
F - 7
R
S - A0 e
Al K= € e
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
Rubeovax ... A
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .t i e e e e e e T ... ...

Ednonst on- wt TTCATGGTCGCTCTAATCCTGGATATCAAGAGAACACCCGGAAACAAACCCAGGATTGCTGAAATGATATGTGACATTGATACATATATCGTAGAGGCAG
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a ........ G G....... G....... N

700
700
700
700
700
700
700
700
700
700
700

800
800
800
800
800
800
800
800
800
800
800

900
900
900
900
900
900
900
900
900
900
900



Ednonst on- wt GATTAGCCAGTTTTATCCTGACTATTAAGT TTGGGATAGAAACTATGTATCCTGCTCTTGGACTGCATGAATTTGCTGGTGAGT TATCCACACTTGAGTC
FMS- 7 T A .
VSF- 3 R A .
VSF- 10 T A .
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MEV- | Chi NOSEBO DA . . .. e

Ednonst on- wt CTTGATGAACCTTTACCAGCAAAT GGGGGAAACT GCACCCTACATGGTAAT CCTGGAGAACT CAATTCAGAACAAGT TCAGT GCAGGATCATACCCTCTG
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a ......... T A A

Ednonst on- wt CTCTGGAGCTATGCCATGGGAGT AGGAGT GGAACT TGAAAACT CCATGGGAGGT TTGAACT TTGGCCGATCTTACTTTGATCCAGCATATTTTAGATTAG
F - 7
R
S - L0
Al K- €
VT At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBOS A . . . it e e e e T

1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000
1000

1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100
1100

1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200
1200



Ednonst on- wt GGCAAGAGAT GGTAAGGAGGT CAGCT GGAAAGGT CAGT TCCACATTGGCATCTGAACT CGGTATCACT GCCGAGGATGCAAGCGCTTGTTTCAGAGATTGC
FMB-7 G
VSF-3 A
VSF-10 L. G
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-1lchinoseB95a ............. G G e

Ednonst on- wt AATGCATACTACTGAGGACAAGAT CAGT AGAGCGGT TGGACCCAGACAAGCCCAAGTATCATTTCTACACGGT GATCAAAGT GAGAAT GAGCTACCGAGA
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a .................... G.............. Co P AG. .

Ednonst on- wt TTGGGGEGECECAAGGAAGAT AGGAGGGT CAAACAGAGT CGAGGAGAAGCCAGGGAGAGCTACAGAGAAACCGGGECCCAGCAGAGCAAGT GATGCGAGACGCT G
FMS-7 L. et e
VSF-3 L. G
VSF-10 ..., et
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ............ i, G .. .G e T

1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300
1300

1400
1400
1400
1400
1400
1400
1400
1400
1400
1400
1400

1500
1500
1500
1500
1500
1500
1500
1500
1500
1500
1500



Ednonst on- wt CCCATCTTCCAACCGGCACACCCCTAGACATTGACACT GCAT CGGAGT CCAGCCAAGAT CCGCAGGACAGT CGAAGGT CAGCTGACGCCCTGCTTAGGECT
F - 7
R
S - A0
Al K- €
MO At BN A e
SChWar z e A
EAmM Zagr €D e
Rubeovax e A
Changchun-47 ... . G
MeV- | chi noseB95a ...... C...... A . .TG .. e AG . e C....

Ednonst on- wt GCAAGCCATGGCAGGAAT CTCGGAAGAACAAGGCT CAGACACGGACACCCCTATAGT GTACAATGACAGAAATCTTCTAGACT AGGT GCGAGAGGCCGAG
F - 7
R
NS - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a .................... T GG .A ........... G

Ednonst on- wt GACCAGAACAACATCCGCCTACCCTCCATCATTGT TATAAAAAACT TAGGAACCAGGT CCACACAGCCGCCAGCCCATCAACCATCCACTCCCACGATTG
FMS- 7 e
VSF- 3 O
VSF- 10 R
Al K- €
Mor at en LG A e
Schwar z G A e
Edm Zagr €D
Rubeovax L
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . ..t e e AC .. ... ... ... ... C. .

1600
1600
1600
1600
1600
1600
1600
1600
1600
1600
1600

1700
1700
1700
1700
1700
1700
1700
1700
1700
1700
1700

1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800
1800



Ednonst on- wt GAGCCGAT GGCAGAAGAGCAGGCACGCCAT GTCAAAAACGGACT GGAAT GCAT CCGGGECT CTCAAGGCCGAGCCCATCGGCTCACT GGCCATCGAGGAAG
FME-7 L A A
VSF-3 L. A e A e
VSF-10 ..., A A
Al K- €
Moraten ..., A
Schwarz ..., A
EAmM Zagr €D e
Rubeovax ..... A
CNaNgCUN- 47 e e
MEV- | Chi NOSEBO S A . . . . e G........

Ednonst on- wt CTATGGCAGCATGGTCAGAAATAT CAGACAACCCAGGACAGGAGCGAGCCACCT GCAGGGAAGAGAAGGCAGGCAGT TCGGGT CTCAGCAAACCATGCCT
F - 7
R
S - A0 e
Al K- € e
VT At BN e e
SO WA Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseBO5a . C ... it e e e C...... ... A...... G e

Ednonst on- wt CTCAGCAATTGGAT CAACT GAAGGCGGT GCACCT CGCAT CCGCGGCCAGGGACCT GGAGAGAGCGAT GACGACGCTGAAACT TTGGGAATCCCCCCAAGA
FNVB- 7 T e G.
VSF- 3 e T G.
VSF- 10 T e G.
Al K- C e 8
MOr at eNn e X S
SChWAT Z 8
Edm Zagreb T
RUbEOVaX 8
Changchun- 47 T
MeV- 1 chi noSeEBO5a . ... . i e e T...... T....... A T.....

1900
1900
1900
1900
1900
1900
1900
1900
1900
1900
1900

2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000

2100
2100
2100
2100
2100
2100
2100
2100
2100
2100
2100



Ednonst on- wt AATCTCCAGGCATCAAGCACTGGGT TACAGTGTTATTATGT TTATGAT CACAGCGGT GAAGCGGT TAAGGGAATCCAAGATGCTGACTCTATCATGGTTC
FMS- 7 G e G e G e G.....
VSF- 3 G e G e G e G.....
VSF- 10 G e G e G e G.....
Al K- €
MOrat en G e
Schwarz e o e
EAmM Zagr €D e
Rubeovax e
Changchun-47 . G
MeV-1lchinoseB95a ............ . it e

Ednonst on- wt AATCAGGCCTTGATGGTGATAGCACCCT CTCAGGAGGAGACAAT GAAT CTGAAAACAGCGAT GTGGATAT TGGCGAACCT GATACCGAGGGATATGCTAT
FMS-7 G G
VSF-3 . G G
VSF-10 G G
ALK-C e A
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
Changchun-47 ... ... A
MeV-1chinoseBO5a ... ...t e e G

Ednonst on- wt CACTGACCGGGGATCTGCTCCCATCTCTATGGGGT TCAGGGCTTCTGAT GT TGAAACT GCAGAAGGAGGGEGAGATCCACGAGCTCCTGAGACT CCAATCC
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . ..t i e A ...

2200
2200
2200
2200
2200
2200
2200
2200
2200
2200
2200

2300
2300
2300
2300
2300
2300
2300
2300
2300
2300
2300

2400
2400
2400
2400
2400
2400
2400
2400
2400
2400
2400



2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
--------- i T
Ednonst on- wt AGAGGCAACAACT TTCCGAAGCT TGGGAAAACT CTCAATGT TCCT CCGCCCCCGGACCCCGGT AGGECCAGCACT TCCGAGACACCCATTAAAAAGGGCA
FV - 7 G ..
VS - 3 G .
VSF- L0 G ..
Al K- C G ..
o = U= o G ..
SCNWAT Z e G ..
Edm Zagr eb T G ...
RUD OV X e G ..
CNaNgChUN- 47 e G ...
MeV-1chi NOoSeBO5a . .. .. ... AL A
--------- i T

2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
--------- i T
Ednonst on- wt CAGACGCGAGATTAGCCTCATTTGGAACGGAGATCGCGT CTTTATTGACAGGT GGT GCAACCCAAT GT GCTCGAAAGT CACCCT CGGAACCAT CAGGGECC
V- 7
NS -
VSF- L0
Al K- €
0] = 1 =
SO A Z
Edm Zagr €D
RUD OV AX
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseB95a ............. G
--------- T T T

2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700
--------- T T T
Ednonst on- wt AGGTGCACCT GCGGGGAATGT CCCCGAGT GT GTGAGCAAT GCCGCACT GATACAGGAGT GGACACCCGAAT CTGGTACCACAATCTCCCCGAGATCCCAG
FNMB- 7 T o
VSF- 3 P o
VSF- 10 T o
ALK-C A
0] = 1 =
SO WA Z
Edm Zagr €D
RUD B OV AX
CNaNgCNUN- A7
MBV- 1 Chi NOSEBOS@ . . . . e

2500
2500
2500
2500
2500
2500
2500
2500
2500
2500
2500

2600
2600
2600
2600
2600
2600
2600
2600
2600
2600
2600

2700
2700
2700
2700
2700
2700
2700
2700
2700
2700
2700



2710 2720 2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
--------- i T
Ednonst on- wt AATAAT GAAGAAGGGCGAGACTATTATGATGATGAGCT GTTCTCTGATGT CCAAGATAT TAAAACAGCCT TGGCCAAAATACACGAGGATAATCAGAAGA
FMS-7 L G
VSF-3 G
VSF-10 L. G
Al K- €
1Y 0] = = P
ST Z
EAmM Zagr €D e
RUD OV AX
Changchun-47 . ........ A
MeV-1chinoseB95a ... ... ... C... G G
--------- i T

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2890 2900
--------- i T
Ednonst on- wt TAATCTCCAAGCTAGAATCACTCCTGT TATTGAAGGGAGAAGT TGAGT CAAT TAAGAAGCAGAT CAACAGGCAAAAT AT CAGCATAT CCACCCT GGAAGG
V- 7
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO A Z
Edm Zagr €D
RUD OV AX e
CNaNgCNUN- A7 e
MeV-1chinoseB95a .................... T
--------- T T T

2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
--------- T T T
Ednonst on- wt ACACCTCTCAAGCATCATGATCGCCATTCCTGGACT TGGGAAGGAT CCCAACGACCCCACT GCAGAT GTCGAAAT CAATCCCGACT TGAAACCCATCATA
V- 7
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO WA Z
Edm Zagr €D
RUD B OV AX
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseB95a ..................... T C.......... Coinii

2800
2800
2800
2800
2800
2800
2800
2800
2800
2800
2800

2900
2900
2900
2900
2900
2900
2900
2900
2900
2900
2900

3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000
3000



Ednonst on- wt GGCAGAGAT TCAGGCCGAGCACT GGCCGAAGT TCT CAAGAAACCCGT TGCCAGCCGACAACT CCAAGGAAT GACAAAT GGACGGACCAGTI TCCAGAGGAC
FN - 7 A e
VSF- B e A e
VSF- 0 e A
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-1chinoseBO95a .. ........ .. e G . G....... T

Ednonst on- wt AGCTGCTGAAGGAAT TTCAGCTAAAGCCGAT CGGGAAAAAGAT GAGCT CAGCCGT CGGGT TTGT TCCTGACACCGGCCCTGCATCACGCAGTGTAATCCG
F - 7
R
S - A0 e
AlK-C o
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ................... A G

Ednonst on- wt CTCCATTATAAAAT CCAGCCGGCTAGAGGAGGAT CGGAAGCGT TACCTGATGACTCTCCTTGATGATAT CAAAGGAGCCAATGATCTTGCCAAGT TCCAC
F - 7
R
NS - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . . i e e e e Co

3100
3100
3100
3100
3100
3100
3100
3100
3100
3100
3100

3200
3200
3200
3200
3200
3200
3200
3200
3200
3200
3200

3300
3300
3300
3300
3300
3300
3300
3300
3300
3300
3300



Ednonst on- wt CAGATGCTGATGAAGATAATAATGAAGT AGCTACAGCTCAACT TACCT GCCAACCCCATGCCAGT CGACCCAACTAGTACAACCTAAATCCATTATAAAA
F - 7 e
R
S - L0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV- 1 Chi NOSEBO G A . . . . e T . T

Ednonst on- wt AACTTAGGAGCAAAGT GATTGCCTCCCAAGT TCCACAAT GACAGAGAT CTACGACT TCGACAAGT CGGCAT GGGACAT CAAAGGGT CGATCGCTCCGATA
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
Moraten e G............... o e
Schwarz G... . o e
Edm Zagr €D T
RUDEOVAX e o e
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ................ ... T T

Ednonst on- wt CAACCCACCACCTACAGTGAT GGCAGGCTGGTGCCCCAGGT CAGAGT CATAGAT CCTGGT CTAGGCGACAGGAAGGATGAATGCTTTATGTACATGITTC
F - 7
R
S - L0
AlkK-Cc ... P C. .
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a .. ... 8 T T e

3400
3400
3400
3400
3400
3400
3400
3400
3400
3400
3400

3500
3500
3500
3500
3500
3500
3500
3500
3500
3500
3500

3600
3600
3600
3600
3600
3600
3600
3600
3600
3600
3600



3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700
--------- i T
Ednonst on- wt TGCTGGEGEEGT TGT TGAGGGECAGCGAT CCCCTAGGGCCT CCAAT CGEECGAGCAT TTGGEGT CCCTGCCCT TAGGT GT TGGCAGAT CCACAGCAAAGCCCGA
FMS-7 AL, T
VSF-3 AL, T
VSF-10 AL, T
AIK-C A
Moraten L AL, 8 T
Schwarz L AL, T T
Edm Zagreb ... ... L. A e
Rubeovax ... ... AL, T
Changchun-47 ... ... ... L. A e
MeV-1chinoseB95a .................. A G T AL
--------- i T

3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800
--------- i T
Ednonst on- wt AGAACT CCTCAAAGAGGCCACTGAGCTTGACATAGT TGT TAGACGT ACAGCAGGGCT CAATGAAAAACT GGTGT TCTACAACAACACCCCACTAACTCTC
FNMB- 7 C A
VSF- 3 A
VSF- 10 C A
Al K-C C A
Mor at en A
Schwar z A
Edm Zagr eb e
Rubeovax A
Changchun- 47 O
MeV- 1 Chi NOSEBO5A G . . . C ..
--------- T T T

3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
--------- T T T
Ednonst on- wt CTCACACCTTGGAGAAAGGT CCTAACAACAGCGAGT GTCTTCAACGCAAACCAAGT GTGCAAT GCGGT TAATCTGATACCGCT CGATACCCCGCAGAGGT
V- 7
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO WA Z
Edm Zagr €D
RUD B OV AX
ChangChUN- 47 G Ao
MeV-1chinoseBO5a . ... .. T AL G.C............

3700
3700
3700
3700
3700
3700
3700
3700
3700
3700
3700

3800
3800
3800
3800
3800
3800
3800
3800
3800
3800
3800

3900
3900
3900
3900
3900
3900
3900
3900
3900
3900
3900



Ednonst on- wt TCCGTGITGTITTATATGAGCATCACCCGTCTTTCGGATAACGGGTATTACACCGT TCCTAGAAGAAT GCTGGAATTCAGATCGGTCAATGCAGTGGCCTT
FV - 7 e A
VSF- B A e
VSF- A0 e A
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV- 1 Chi NOSEBOGA . . ... e G

Ednonst on- wt CAACCTGCTGGT GACCCTTAGGATTGACAAGGCGATAGGCCCT GGGAAGAT CATCGACAATACAGAGCAACT TCCTGAGGCAACATTTATGGT CCACATC
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
Changchun-47 ... ... ... .. A
MeV- | chi noseB95a ......... A T e G e

Ednonst on- wt GGGAACT TCAGGAGAAAGAAGAGT GAAGT CTACT CTGCCGAT TATTGCAAAAT GAAAAT CGAAAAGAT GEGCCTGGT TTTTGCACT TGGT GGGATAGGEGG
FMS-7 T...... X S
VSF-3 . T ..... X S
VSF-10 L. T...... X S
Al K- €
T At BN
SO Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. i e

4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000
4000

4100
4100
4100
4100
4100
4100
4100
4100
4100
4100
4100

4200
4200
4200
4200
4200
4200
4200
4200
4200
4200
4200



4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300
--------- i T
Ednonst on- wt GCACCAGT CTTCACATTAGAAGCACAGGCAAGAT GAGCAAGACT CTCCATGCACAACT CGGGT TCAAGAAGACCTTATGT TACCCGCTGATGGATATCAA
FMB-7 A AL
VSF-3 A AL
VSF-10 A AL
ALK-C A
Moraten A
Schwarz A
Edm Zagreb .. A A ...
Rubeovax A
Changchun-47 .. A e
MeV-1chinoseB95a ......... ... ... . ... ... A e A
--------- i T

4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
--------- i T
Ednonst on- wt TGAAGACCTTAATCGATTACT CT GGAGGAGCAGAT GCAAGATAGT AAGAAT CCAGGCAGT TTTGCAGCCATCAGT TCCTCAAGAATTCCGCATTTACGAC
V- 7
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO A Z
Edm Zagr €D
RUD OV AX e
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseB95a ............... G
--------- T T T

4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4490 4500
--------- T T T
Ednonst on- wt GACGTGATCATAAAT GAT GACCAAGGACTATTCAAAGT TCTGTAGACCGT AGT GCCCAGCAAT GCCCGAAAACGACCCCCCT CACAATGACAGCCAGAAG
Y
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO WA Z
Edm Zagr €D
RUD B OV AX
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseBO5a .. ... ... Cooviiii A T

4300
4300
4300
4300
4300
4300
4300
4300
4300
4300
4300

4400
4400
4400
4400
4400
4400
4400
4400
4400
4400
4400

4500
4500
4500
4500
4500
4500
4500
4500
4500
4500
4500



Ednonst on- wt GCCCGGACAAAAAAGCCCCCT CCGAAAGACT CCACGGACCAAGCGAGAGGECCAGCCAGCAGCCGACGGECAAGCGCGAACACCAGGCGGECCCCAGCACAGA
F - 7
R
S - A0
Al K-C T A
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
Changchun-47 ... ... ... . ..., A
MeV-lchinoseB95a ....................... AG . A ... TT.G............. A ...

Ednonst on- wt ACAGCCCTGACACAAGGCCACCACCAGCCACCCCAATCTGCATCCT CCT CGT GGGACCCCCGAGGACCAACCCCCAAGGCT GCCCCCGATCCAAACCACC
F - 7
R
S - A0 e
AlK-C 8 PSS
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagreb ........ .. T e
Rubeovax ....... o
Changchun-47 ....... G
MeV- | chi noseB95a ....... G T ..o ... G e G...TC..T..GACA .G.....

Ednonst on- wt AACCGCATCCCCACCACCCCCGGGAAAGAAACCCCCAGCAATTGGAAGGCCCCTCCCCCTCTTCCTCAACACAAGAACT CCACAACCGAACCGCACAAGC
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
Changchun- 47 G o
MeV-IchinoseB95a .............. AGT.......... G........... Co C.C.C...G...... G

4600
4600
4600
4600
4600
4600
4600
4600
4600
4600
4600

4700
4700
4700
4700
4700
4700
4700
4700
4700
4700
4700

4800
4800
4800
4800
4800
4800
4800
4800
4800
4800
4800



Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

.................................. T ... .G T e e Gl T G
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
AGAACCCAGACCCCGGECCCACGGECECCGECGECCCCCAACCCCCGACAACCAGAGGGAGCCCCCAACCAAT CCCGCCEGT TCCCCCGGT GCCCACAGGCAGG
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
............................................................................. G
........................ X S
................... G A ... ... ... .C A AT
--------- e S
5010 5020 5030 5040 5050 5060 5070 5080 5090 5100
--------- e S

MeV-IchinoseB95a C.............. Co.iiii G..C..... i G T. ..

4900
4900
4900
4900
4900
4900
4900
4900
4900
4900
4900

5000
5000
5000
5000
5000
5000
5000
5000
5000
5000
5000

5100
5100
5100
5100
5100
5100
5100
5100
5100
5100
5100



Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

MeV- | chi noseB95a ..

........ N ] Y AY

--------- A S
5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280 5290 5300

--------- A S

5200
5200
5200
5200
5200
5200
5200
5200
5200
5200
5200

5300
5300
5300
5300
5300
5300
5300
5300
5300
5300
5300

5400
5400
5400
5400
5400
5400
5400
5400
5400
5400
5400



Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax

Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax

Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax

Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

T e e
T e
........ O
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
5510 5520 5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
TGTTAACTCTCCAGACACCCACCGGTCAAAT CCATTGGGEGECAAT CTCTCTAAGAT AGGEGGT GGTAGGAATAGGAAGT GCAAGCTACAAAGT TATGACTCG
............. A e
............. A
............. A e
............. A
............. A e
............. A
............. A e
............. A
............. A e
............. 2
--------- e S
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680 5690 5700

--------- e S
TTCCAGCCATCAATCATTAGTCATAAAATTAATGCCCAATATAACT CTCCTCAATAACT GCACGAGGGTAGAGATTGCAGAATACAGGAGACTACTGAGA
............ e
............ e
............ e
.................. L

5500
5500
5500
5500
5500
5500
5500
5500
5500
5500
5500

5600
5600
5600
5600
5600
5600
5600
5600
5600
5600
5600

5700
5700
5700
5700
5700
5700
5700
5700
5700
5700
5700



Ednonst on- wt ACAGTTTTGGAACCAATTAGAGATGCACT TAATGCAATGACCCAGAATATAAGACCGGT TCAGAGT GTAGCTTCAAGT AGGAGACACAAGAGATTTGCGG
F - 7 G
VSF- B e G
VS - A0 e G
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MEV- | Chi NOSEBO DA . . .. e

Ednonst on- wt GAGTAGT CCTGGCAGGT GCGECCCTAGGCGT TGCCACAGCT GCTCAGATAACAGCCGGCATTGCACT TCACCAGT CCATGCTGAACTCTCAAGCCATCGA
F - 7
R
S - A0 e
Al K= € e
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBOSA . . .. Tttt e e e e e e

Ednonst on- wt CAATCTGAGAGCGAGCCTGGAAACTACTAAT CAGGCAAT TGAGGCAAT CAGACAAGCAGGGCAGGAGATGATATTGGECTGT TCAGGGTGT CCAAGACTAC
FVB- 7 G e
VSF- 3 e G
VSF- 10 G e
Al K- €
MOr at eNn e A e
SChWar Z A
Edm Zagr €D
RUD OV X e
ChangChun- 47 T
MeV- I chinoseB95a ............ A

5800
5800
5800
5800
5800
5800
5800
5800
5800
5800
5800

5900
5900
5900
5900
5900
5900
5900
5900
5900
5900
5900

6000
6000
6000
6000
6000
6000
6000
6000
6000
6000
6000



Ednonst on- wt ATCAATAATGAGCTGATACCGT CTATGAACCAACTATCTTGTGATTTAAT CGGCCAGAAGCT CGGGCTCAAATTGCTCAGATACTATACAGAAATCCTGT
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV- 1 Chi NOSEBOGA . . . .. e A

Ednonst on- wt CATTATTTGGCCCCAGCT TACGGGACCCCATATCTGCGGAGATATCTATCCAGGCT TTGAGCTAT GCGCT TGGAGGAGACATCAATAAGGT GTTAGAAAA
FMS- 7 N
VSF- 3 s
VSF- 10 N
Al K- €
Moraten L. S
Schwarz .. 8
Edm Zagr €D
Rubeovax ... L. 8
CNaNgCNUN- A7
MeV- 1 Cchi NOSEBOSA .. ... i e e G e T A .......

Ednonst on- wt GCTCGGATACAGT GGAGGT GATTTACT GGGCAT CT TAGAGAGCAGAGGAATAAAGGCCCGGATAACT CACGT CGACACAGAGT CCTACTTCATTGTCCTC
F - 7
R
S - L0
Al K- €
MOr at eNn e A
SChWar Z G
Edm Zagr €D
RUbEOVaX G
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . ..ot e A ..

6100
6100
6100
6100
6100
6100
6100
6100
6100
6100
6100

6200
6200
6200
6200
6200
6200
6200
6200
6200
6200
6200

6300
6300
6300
6300
6300
6300
6300
6300
6300
6300
6300



Ednonst on- wt AGTATAGCCTATCCGACGCT GTCCGAGAT TAAGGGGGT GAT TGT CCACCGGCT AGAGGGGEGT CTCGTACAACATAGGCTCTCAAGAGT GGTATACCACTG
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV- 1 Chi NOSEBOGA . . . .. T

Ednonst on- wt TGCCCAAGTATGT TGCAACCCAAGGGTACCTTATCTCGAATTTTGATGAGT CATCGTGTACT TTCAT GCCAGAGGGGACTGT GTGCAGCCAAAATGCCTT
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgChUN- A7 A
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e

Ednonst on- wt GTACCCGATGAGT CCTCTGCT CCAAGAATGCCT CCGEGEGT CCACCAAGT CCTGTGCTCGTACACTCGTATCCGGGTCTTTTGGGAACCGGTTCATTTTA
FVB- 7 T e
VSF- 3 T e
VSF- 10 T e
Al K- C A e
Morat en e A e
SChwar Z A e
Edm Zagr €D
Rubeovax A e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e

6400
6400
6400
6400
6400
6400
6400
6400
6400
6400
6400

6500
6500
6500
6500
6500
6500
6500
6500
6500
6500
6500

6600
6600
6600
6600
6600
6600
6600
6600
6600
6600
6600



Ednonst on- wt TCACAAGGGAACCTAATAGCCAATTGTGCATCAATCCTTTGCAAGT GT TACACAACAGGAACGATCATTAATCAAGACCCT GACAAGATCCTAACATACA
FVB- 7 e e
VSF- 3 G
VSF- 10 e
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-1lchinoseB95a ........... .. . i e

Ednonst on- wt TTGCTGCCGAT CACTGCCCGGT AGT CGAGGT GAACGGCGT GACCAT CCAAGT CGGGAGCAGGAGGTATCCAGACGCTGTGTACTTGCACAGAATTGACCT
FME-7 L. A
VSF-3 L. A
VSF-10 ... A
AlK-C A e
Or At BN
SO AT Z e
Edm Zagr € T
Rubeovax 1SS
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ...................... G............. T G....G..... Coo

Ednonst on- wt CGGTCCTCCCATATCATTGGAGAGGT TGGACGT AGGGACAAAT CTGGGGAATGCAATTGCTAAGT TGGAGGAT GCCAAGGAATTGT TGGAGTCATCGGAC
F - 7
R
S - L0
AlK-C . X PSS
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e

6700
6700
6700
6700
6700
6700
6700
6700
6700
6700
6700

6800
6800
6800
6800
6800
6800
6800
6800
6800
6800
6800

6900
6900
6900
6900
6900
6900
6900
6900
6900
6900
6900



Ednonst on- wt CAGATATTGAGGAGTATGAAAGGT TTATCGAGCACTAGCATAGT CTACATCCTGATTGCAGT GTGTCTTGGAGGGT TGATAGGGATCCCCGCTTTAATAT
F - 7
R
S - A0
Al K- C 8
Y = =Y
SOV AL Z e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-1chinoseBO5a .. ... ... N

Ednonst on- wt GT TGCTGCAGGGGECGT TGTAACAAAAAGGGAGAACAAGT TGGTATGT CAAGACCAGGCCTAAAGCCTGATCTTACGGGAACATCAAAATCCTATGT AAG
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ................ G A.G...... ... .. .

Ednonst on- wt GTCGCTCTGATCCTCTACAACTCTTGAAACACAAAT GTCCCACAAGT CTCCTCTTCGT CATCAAGCAACCACCGCACCCAGCATCAAGCCCACCTGAAAT
FVB- 7 e G e
VSF- 3 e G
VSF- 10 e G e
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ............ i, G T T

7000
7000
7000
7000
7000
7000
7000
7000
7000
7000
7000

7100
7100
7100
7100
7100
7100
7100
7100
7100
7100
7100

7200
7200
7200
7200
7200
7200
7200
7200
7200
7200
7200



Ednonst on- wt TATCTCCGGCTTCCCTCTGGCCGAACAATAT CGGTAGT TAATTAAAACT TAGGGT GCAAGAT CATCCACAAT GT CACCACAACGAGACCGGATAAATGCC
F - 7
R
S - A0
Al K- €
MOr at €N G e
SChWar Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-lchinoseB95a .G ....................... G e A ... ..

Ednonst on- wt TTCTACAAAGATAACCCCCATCCCAAGGGAAGTAGGATAGTCATTAACAGAGAACATCTTATGATTGATAGACCTTATGITTTGCTGECTGITCTGITTG
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chinoseB95a ........... C.... A . ... T T A .C

Ednonst on- wt TCATGTCTCTGAGCTTGATCGGGT TGCTAGCCAT TGCAGGCAT TAGACT TCAT CGGGCAGCCAT CTACACCGCAGAGATCCATAAAAGCCTCAGCACCAA
FME-7 L. X S
VSF-3 . X PSS
VSF-10 ... X S
AlkK-C_C L. X PSS
Moraten ..., X PSS
Schwarz ...... X PSS
Edm Zagreb ~  ...... T
Rubeovax ...... X PSS
Changchun-47 . ..... T
MeV- | chi noseB95a ...... T e e C.... T G.............

7300
7300
7300
7300
7300
7300
7300
7300
7300
7300
7300

7400
7400
7400
7400
7400
7400
7400
7400
7400
7400
7400

7500
7500
7500
7500
7500
7500
7500
7500
7500
7500
7500



Ednonst on- wt TCTAGATGTAACTAACT CAATCGAGCATCAGGT CAAGGACGT GCTGACACCACTCTTCAAAAT CATCGGT GATGAAGT GGGCCTGAGGACACCTCAGAGA
FVB- 7 e T e
VSF- 3 e X
VSF- 10 T e
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X e
Changchun- 47 T
MeV-lchinoseB95a .................. G e T

Ednonst on- wt TTCACTGACCTAGTGAAATTCATCTCTGACAAGATTAAATTCCTTAATCCGGATAGGGAGTACGACT TCAGAGATCTCACT TGGTGTATCAACCCGCCAG
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
Moraten L A e
Schwarz A e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
ChangChUN- 47 A
MeV-lchinoseB95a ............ci i, A

Ednonst on- wt AGAGAATCAAATTGGATTATGATCAATACT GT GCAGAT GT GGCTGCTGAAGAGCTCATGAATGCATTGGTGAACTCAACTCTACTGGAGACCAGAACAAC
FVB- 7 e A .....
VSF- 3 o A .....
VSF- 10 e G A .....
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV- 1 Chi NOSEBOSA . ...t e e e A e G...GG...

7600
7600
7600
7600
7600
7600
7600
7600
7600
7600
7600

7700
7700
7700
7700
7700
7700
7700
7700
7700
7700
7700

7800
7800
7800
7800
7800
7800
7800
7800
7800
7800
7800



Ednonst on- wt CAATCAGTTCCTAGCTGTCTCAAAGGGAAACT GCTCAGGGCCCACTACAATCAGAGGTCAATTCTCAAACATGTCGCTGTCCCTGTTAGACTTGTATTTA
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e e
MEV- | Chi NOSEBO G A . . . . G...........

Ednonst on- wt AGTCGAGGTTACAATGTGTCATCTATAGT CACTATGACAT CCCAGGGAAT GTAT GGGGGAACT TACCTAGT GGAAAAGCCTAATCTGAGCAGCAAAAGGT
FMS- 7 G
VSF- 3 G
VSF- 10 G e
Al K-C G
Mor at en G e
Schwar z G
Edm Zagr eb G
Rubeovax G
Changchun- 47 G
MeV- 1 Chi NOSEBOSA .. .. i e e Co G.. . T...G ..

Ednonst on- wt CAGAGT TGTCACAACTGAGCATGTACCGAGT GTTTGAAGTAGGT GTTATCAGAAAT CCGGGT TTGGGGEGCTCCGGTGTTCCATATGACAAACTATCTTGA
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-IchinoseB95a ....................... Co G e T. ...

7900
7900
7900
7900
7900
7900
7900
7900
7900
7900
7900

8000
8000
8000
8000
8000
8000
8000
8000
8000
8000
8000

8100
8100
8100
8100
8100
8100
8100
8100
8100
8100
8100



Ednonst on- wt GCAACCAGT CAGTAATGATCTCAGCAACTGTATGGT GGCTTTGGEGGEGAGCT CAAACT CGCAGCCCTTTGT CACGGGGAAGATTCTATCACAATTCCCTAT
F - 7
R
S - A0
Al K- C G
Y = =Y
SO AL Z e e
Edm Zagreb ~  ........ e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-lchinoseB95a ................... J Co T ..T.......... C..... A

Ednonst on- wt CAGGGAT CAGGGAAAGGT GTCAGCT TCCAGCT CGT CAAGCTAGGT GTCTGGAAAT CCCCAACCGACAT GCAATCCTGGGTCCCCTTATCAACGGATGATC
F - 7 e T
R T
VS - L0 e T
Al K- C A
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a .. ... G G............ Coo

Ednonst on- wt CAGTGATAGACAGGCTTTACCTCTCATCTCACAGAGGT GTTATCGCT GACAAT CAAGCAAAAT GGGCT GT CCCGACAACACGAACAGATGACAAGT TGCG
F - 7
R
NS - L0
Al K- €
VT At BN
SO AT Z e
EdmM Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a .......... 8 G... ...

8200
8200
8200
8200
8200
8200
8200
8200
8200
8200
8200

8300
8300
8300
8300
8300
8300
8300
8300
8300
8300
8300

8400
8400
8400
8400
8400
8400
8400
8400
8400
8400
8400



Ednonst on- wt AATGGAGACAT GCTTCCAACAGGCGT GTAAGGGTAAAAT CCAAGCACT CTGCGAGAAT CCCGAGT GGGCACCATTGAAGGATAACAGGATTCCTTCATAC
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-lchinoseB95a .................. G.. A e

Ednonst on- wt GGGGTCTTGTCTGT TGATCTGAGT CTGACAGT TGAGCTTAAAAT CAAAAT TGCTTCGGGATTCGGEGCCAT TGATCACACACGGT TCAGGGATGGACCTAT
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ............... A e A

Ednonst on- wt ACAAAT CCAACCACAACAATGTGTATTGGCTGACTATCCCGCCAAT GAAGAACCTAGCCTTAGGT GTAATCAACACAT TGGAGT GGATACCGAGATTCAA
FMVB- 7 A
VSF- 3 e A
VSF-10 A
Al K- C A
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chi noseB95a .. ... A e

8500
8500
8500
8500
8500
8500
8500
8500
8500
8500
8500

8600
8600
8600
8600
8600
8600
8600
8600
8600
8600
8600

8700
8700
8700
8700
8700
8700
8700
8700
8700
8700
8700



8710 8720 8730 8740 8750 8760 8770 8780 8790 8800
--------- i T
Ednonst on- wt GGTTAGTCCCAACCT CTTCACTGT CCCAAT TAAGGAAGCAGGCGAAGACT GCCAT GCCCCAACATACCT ACCT GCGGAGGT GGATGGTGATGTCAAACT C
FMS-7 L. L G ..
VSF-3 . L G ..o
VSF-10 ... L G ..
AlK-Cc T ... A
Moraten ... ... T
Schwarz ..., T e
Edm Zagreb ..., ... T......... A e
Rubeovax  .......... T e
Changchun-47  .......... T......... A e
MeV-1chinoseB95a ........................ T..... Coo G
--------- i T

8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880 8890 8900
--------- i T
Ednonst on- wt AGTTCCAATCTGGTGATTCTACCT GGTCAAGATCTCCAATATGT TTTGGCAACCTACGATACT TCCAGGGT TGAACATGCTGTGGT TTATTACGT TTACA
V- 7
NS - 3
VSF- L0
Al K- €
O A BN e
SO A Z
Edm Zagr €D
RUD OV AX e
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseB95a .............. A G T
--------- T T T

8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970 8980 8990 9000
--------- T T T
Ednonst on- wt GCCCAGGCCCCTCATTTTCTTACTTTTATCCTTTTAGGT TGCCTATAAAGGGGGT CCCCAT CGAAT TACAAGT GGAAT GCTTCACAT GGGACCAAAAACT
FMS-7 L. A
VSF-3 L. A
VSF-10 ... A
AlkK-Cc L. A
Moraten ... A
Schwarz ... A
Edm Zagr €D
Rubeovax  ..... A
Changchun-47 ... .. Ao G
MeV- | chi noseB95a . . ... A A AL

8800
8800
8800
8800
8800
8800
8800
8800
8800
8800
8800

8900
8900
8900
8900
8900
8900
8900
8900
8900
8900
8900

9000
9000
9000
9000
9000
9000
9000
9000
9000
9000
9000



Ednonst on- wt CTGGTGCCGTCACTTCTGT GT GCTTGCGGACT CAGAAT CTGGTGGACATAT CACT CACT CT GGGAT GGT GGGCAT GGGAGT CAGCT GCACAGT CACCCGG
FVB- 7 A A
VSF- 3 e A A
VSF- 10 e A A
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MEV- | Chi NOSEBO S A . . . e T...

Ednonst on- wt GAAGATGGAACCAAT CGCAGATAGGGCTGCTAGT GAACCAAT CACATGATGTCACCCAGACAT CAGGCATACCCACTAGT GTGAAATAGACATCAGAATT
F - 7
R
S - A0 e
Al K- C 1 PSS
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagreb T
RUD OV X e
Changchun- 47 T
MeV-lchinoseB95a ........... ..., C....... A

Ednonst on- wt AAGAAAAACGT AGGGT CCAAGT GGT TCCCCGT TATGGACTCGCTATCTGTCAACCAGATCTTATACCCTGAAGT TCACCTAGATAGCCCGATAGT TACCA
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-lchinoseB95a ............. ..., X

9100
9100
9100
9100
9100
9100
9100
9100
9100
9100
9100

9200
9200
9200
9200
9200
9200
9200
9200
9200
9200
9200

9300
9300
9300
9300
9300
9300
9300
9300
9300
9300
9300



Ednonst on- wt ATAAGATAGT AGCCATCCTGGAGTATGCTCGAGT CCCTCACGCT TACAGCCT GGAGGACCCTACACT GTGTCAGAACAT CAAGCACCGCCTAAAAAACGG
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-1lchinoseB95a ............. X S

Ednonst on- wt ATTTTCCAACCAAATGATTATAAACAAT GT GGAAGT TGGGAATGT CATCAAGT CCAAGCT TAGGAGT TATCCGGCCCACTCTCATATTCCATATCCAAAT
F - 7
R
NS - L0
Al K- €
VT At BN e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MEV- I Chi NOSEBOSA ... Gttt e e e e e

Ednonst on- wt TGTAATCAGGATTTATTTAACATAGAAGACAAAGAGT CAACGAGGAAGAT CCGTGAACT CCTCAAAAAGGGGAATTCGCTGTACTCCAAAGT CAGTGATA
F - 7
R
S - L0
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV- 1 chinoseBO5a .. .. ... e Ao G....A....... A

9400
9400
9400
9400
9400
9400
9400
9400
9400
9400
9400

9500
9500
9500
9500
9500
9500
9500
9500
9500
9500
9500

9600
9600
9600
9600
9600
9600
9600
9600
9600
9600
9600



Ednonst on- wt AGGTTTTCCAATGCTTAAGGGACACTAACT CACGGCT TGGCCTAGGCT CCGAAT TGAGGGAGGACAT CAAGGAGAAAGT TATTAACT TGGGAGT TTACAT
F - 7
R
S - A0
Al K- €
Y = =Y
SO AL Z e e
EAmM Zagr €D e
RUD B OV X
CNaNgCUN- 47 e e
MeV-lchinoseB95a .............. GG e A

Ednonst on- wt GCACAGCTCCCAGTGGTTTGAGCCCTTTCTGTTTTGGTTTACAGT CAAGACT GAGATGAGGT CAGTGATTAAATCACAAACCCATACTTGCCATAGGAGG
F - 7
R
S - A0 e
Al K- €
VT At BN e e
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e e e
CNaNgCNUN- A7
MeV- | chinoseB95a ............ A

Ednonst on- wt AGACACACACCTGTATTCTTCACTGGTAGT TCAGTTGAGT TGCTAATCTCTCGTGACCTTGT TGCTATAATCAGTAAAGAGT CTCAACATGTATATTACC
FNVB- 7 G A
VSF- 3 e G A
VSF- 10 G A
Al K- €
T At BN
SO AT Z e
Edm Zagr €D
RUD OV X e
CNaNgCNUN- A7
MeV-1chinoseBO5a .. ... e e O G .

9700
9700
9700
9700
9700
9700
9700
9700
9700
9700
9700

9800
9800
9800
9800
9800
9800
9800
9800
9800
9800
9800

9900
9900
9900
9900
9900
9900
9900
9900
9900
9900
9900



9910 9920 9930 9940 9950 9960 9970 9980 9990 10000
--------- i T
Ednonst on- wt TGACATTTGAACTGGTTTTGATGTATTGT GATGT CATAGAGGGGAGGT TAAT GACAGAGACCGCTATGACTATTGATGCTAGGTATACAGAGCTTCTAGG 10000
FMB-7 G 10000
VSF-3 G 10000
VSF-10 G 10000
Al K- € 10000
o = U= o 10000
SO WA Z e e 10000
EAmM Zagr €D e 10000
RUD OV X e e e 10000
CNaNgCUN- 47 e e 10000
MeV-1chi NOSeBO5a . ... G .. Co G...A....... 10000
--------- i T
10010 10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080 10090 10100
--------- i T
Ednonst on- wt AAGAGT CAGATACAT GTGGAAACT GATAGATGGT TTCT TCCCTGCACT CGGGAATCCAACT TATCAAAT TGTAGCCATGCTGGAGCCTCTTTCACTTGCT 10100
V- 7 10100
NS - 3 10100
VSF- L0 10100
Al K- € 10100
0] = X = 10100
SO A Z 10100
Edm Zagr €D 10100
RUD OV AX e 10100
CNaNgCNUN- A7 10100
MeV- 1 Chi NOSEBO5A . . . . A 10100
--------- T T T
10110 10120 10130 10140 10150 10160 10170 10180 10190 10200
--------- T T T
Ednonst on- wt TACCTGCAGCTGAGGGATATAACAGT AGAACT CAGAGGT GCTTTCCTTAACCACTGCTTTACTGAAATACATGATGT TCTTGACCAAAACGGGTTTTCTG 10200
V- 7 10200
NS - 3 10200
VSF- L0 10200
Al K- € 10200
0] = 1 = 10200
SO WA Z 10200
Edm Zagr €D 10200
RUD B OV AX 10200
CNaNgCNUN- A7 10200
MeV- | chi noseB95a ........ A 10200



10210 10220 10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290 10300
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt ATGAAGGTACTTATCATGAGT TAATTGAAGCTCTAGATTACATTTTCATAACT GATGACATACATCTGACAGGGGAGATTTTCTCATTTTTCAGAAGTITT 10300
F - 7 10300
R 10300
S - A0 10300
Al K- € 10300
Moraten L e 10300
Schwarz e 10300
EAmM Zagr €D e 10300
RUD B OV X 10300
CNaNgCUN- 47 e e 10300
MeV-1chinoseB95a ......... ... ... . ... ... G 10300
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
10310 10320 10330 10340 10350 10360 10370 10380 10390 10400
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt CGGCCACCCCAGACTTGAAGCAGT AACGGCTGCTGAAAAT GT TAGGAAATACATGAAT CAGCCTAAAGT CATTGT GTAT GAGACT CTGATGAAAGGT CAT 10400
F - 7 10400
R 10400
S - A0 e 10400
Al K= € e 10400
VT At BN e e 10400
SO AT Z e 10400
Edm Zagr €D 10400
RUD OV X e 10400
CNaNgCNUN- A7 10400
MeV- 1 chinoseBO5a .. ... i e e o 10400
--------- T T T
10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480 10490 10500
--------- T T T
Ednonst on- wt GCCATATTTTGT GGAATCATAATCAACGGCT AT CGT GACAGGCACGGAGGCAGT TGGCCACCGCTGACCCTCCCCCT GCATGCTGCAGACACAATCCGGA 10500
F - 7 10500
R 10500
S - L0 10500
Al K- € 10500
T At BN 10500
SO AT Z e 10500
Edm Zagr €D 10500
RUD OV X e 10500
CNaNgCNUN- A7 10500
MEV- | Chi NOSEBOSA . . ..t e e G 10500



10510 10520 10530 10540 10550 10560 10570 10580 10590 10600
--------- i T
Ednonst on- wt ATGCTCAAGCTTCAGGT GAAGGGT TAACACAT GAGCAGT GCGT TGATAACT GGAAATCTTTTGCTGGAGT GAAAT TTGGCTGCTTTATGCCTCTTAGCCT 10600
V- 7 10600
NS - 3 10600
VSF- L0 10600
Al K- € 10600
o = U= o 10600
SO WA Z e e 10600
Edm Zagr eb G 10600
RUD OV X e e e 10600
CNaNgCUN- 47 e e 10600
MeV- 1 chi NOSEBO5a . .. . ... Ao G........ T 10600
--------- i T
10610 10620 10630 10640 10650 10660 10670 10680 10690 10700
--------- i T
Ednonst on- wt GGATAGTGATCTGACAAT GTACCTAAAGGACAAGGCACT TGCTGCT CTCCAAAGGGAAT GCGATTCAGT TTACCCGAAAGAGT TCCTGCGT TACGACCCT 10700
V- 7 10700
NS - 3 10700
VSF- L0 10700
Al K- € 10700
0] = 1 = 10700
SO A Z 10700
Edm Zagr €D 10700
RUD OV AX e 10700
CNaNgCNUN- A7 10700
MEV- 1 Chi NOSEBO5A . .. G e T. .. 10700
--------- T T T
10710 10720 10730 10740 10750 10760 10770 10780 10790 10800
--------- T T T
Ednonst on- wt CCCAAGGGAACCGGGT CACGGAGGCTTGTAGATGT TTTCCTTAATGAT TCGAGCT TTGACCCATATGATGTGATAATGTATGT TGTAAGT GGAGCTTACC 10800
V- 7 10800
NS - 3 10800
VSF- L0 10800
Al K- € 10800
0] = 1 = 10800
SO WA Z 10800
Edm Zagr €D 10800
RUD B OV AX 10800
CNaNgChUN- 47 G 10800
MEV-1 Chi NOSEBO5A . . . . e Ao C....... ... C... 10800



10810 10820 10830 10840 10850 10860 10870 10880 10890 10900
--------- i T
Ednonst on- wt TCCATGACCCTGAGT TCAACCTGT CTTACAGCCT GAAAGAAAAGGAGAT CAAGGAAACAGGTAGACT TTTTGCTAAAAT GACT TACAAAAT GAGGCCATG 10900
V- 7 10900
VS - 3 10900
VSF- L0 10900
Al K- € 10900
o = U= o 10900
SO WA Z e e 10900
EAmM Zagr €D e 10900
RUD OV X e e e 10900
CNaNgCUN- 47 e e 10900
MeV- 1 Chi NOSEBO5A . . . . . G 10900
--------- i T
10910 10920 10930 10940 10950 10960 10970 10980 10990 11000
--------- i T
Ednonst on- wt CCAAGTGATTGCTGAAAATCTAATCTCAAACGGCGAT TGGCAAATATTTTAAGGACAAT GGGAT GGCCAAGGAT GAGCACGAT TTGACTAAGGCACTCCAC 11000
V- 7 11000
NS - 3 11000
VSF- L0 11000
Al K- € 11000
0] = 1 = 11000
SO WA Z 11000
Edm Zagr €D 11000
RUD OV AX 11000
CNaNgCNUN- A7 11000
MeV-1chi noseB95a ......... o G 11000
--------- T T T
11010 11020 11030 11040 11050 11060 11070 11080 11090 11100
--------- T T T
Ednonst on- wt ACTCTAGCTGT CTCAGGAGT CCCCAAAGAT CTCAAAGAAAGT CACAGGGEGEGGEEECCAGT CTTAAAAACCT ACT CCCGAAGCCCAGT CCACACAAGT ACCA 11100
V- 7 11100
NS - 3 11100
VSF- L0 11100
Al K- € 11100
0] = 1 = 11100
SO WA Z 11100
Edm Zagr €D 11100
RUD B OV AX 11100
CNaNgCNUN- A7 11100
MeV- | chi noseB95a . . ... G 11100



11110 11120 11130 11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt GGAACGT GAGAGCAGCAAAAGGGTTTATAGGGT TCCCTCAAGT AAT TCGGCAGGACCAAGACACT GATCATCCGGAGAATATGGAAGCTTACGAGACAGT 11200
F - 7 11200
R 11200
S - A0 11200
Al K- € 11200
/0] = 1 =Y 11200
SO AL Z e e 11200
EAmM Zagr €D e 11200
RUD B OV X 11200
CNaNgCUN- 47 e e 11200
MeV- | chi noseB95a ....... TA .... A ... G...A....... T AT A..AC.......... 11200
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270 11280 11290 11300
--------- o m e e e m e e e e e et e e e e e e e e e e e m e e e e e e e e e e e e e oo
Ednonst on- wt CAGTGCATTTATCACGACTGATCTCAAGAAGTACTGCCTTAATTGGAGATATGAGACCATCAGCTTGT TTGCACAGAGGCTAAATGAGATTTACGGATTG 11300
F - 7 11300
R 11300
S - L0 11300
Al K- € 11300
T At BN 11300
SO AT Z e 11300
Edm Zagr €D 11300
RUD OV X e e e 11300
CNaNgCNUN- A7 11300
MeV-1chi noseBO5a . .. C .. A A 11300
--------- T T T
11310 11320 11330 11340 11350 11360 11370 11380 11390 11400
--------- T T T
Ednonst on- wt CCCTCATTTTTCCAGT GGCTGCATAAGAGGCTTGAGACCTCTGT CCTGTAT GTAAGT GACCCTCATTGCCCCCCCGACCTTGACGCCCATATCCCGT TAT 11400
F - 7 11400
R 11400
S - L0 11400
Al K- € 11400
T At BN 11400
SO AT Z e 11400
Edm Zagr €D 11400
RUD OV X e 11400
Changchun-47 ... .. G 11400
MeV- | chinoseB95a ........... T A ... o G........ 11400



11410 11420 11430 11440 11450 11460 11470 11480 11490 11500
--------- i T
Ednonst on- wt ATAAAGT CCCCAATGATCAAATCTTCATTAAGTACCCT ATGGGAGGTATAGAAGGGT AT TGT CAGAAGCT GTGGACCATCAGCACCATTCCCTATCTATA 11500
FNMB- 7 G 11500
VSF- 3 G 11500
VSF- 10 G 11500
Al K- € 11500
o = U= o 11500
SO WA Z e e 11500
EAmM Zagr €D e 11500
RUD OV X e e e 11500
CNaNgCUN- 47 e e 11500
MeV-1chinoseB95a GC.............. C... . G CT.... 11500
--------- i T
11510 11520 11530 11540 11550 11560 11570 11580 11590 11600
--------- i T
Ednonst on- wt CCTGGCTGCTTATGAGAGCGGAGT AAGGAT TGCT TCGT TAGT GCAAGGGGACAAT CAGACCAT AGCCGT AACAAAAAGGGT ACCCAGCACATGGCCCTAC 11600
V- 7 11600
NS - 3 11600
VSF- L0 11600
Al K- € 11600
0] = 1 = 11600
SO A Z 11600
Edm Zagr €D 11600
RUD OV AX e 11600
CNaNgCNUN- A7 11600
MeV-1chinoseB95a ..................... G T. .. 11600
--------- T T T
11610 11620 11630 11640 11650 11660 11670 11680 11690 11700
--------- T T T
Ednonst on- wt AACCTTAAGAAACGGGAAGCTGCTAGAGTAACTAGAGATTACT TTGTAATTCT TAGGCAAAGGCTACATGATAT TGGCCAT CACCT CAAGGCAAAT GAGA 11700
V- 7 11700
NS - 3 11700
VSF- L0 11700
Al K- € 11700
0] = 1 = 11700
SO WA Z 11700
Edm Zagr €D 11700
RUD B OV AX 11700
CNaNgCNUN- A7 11700
MEV-1 Chi NOSEBO5A . . . . o 11700



11710 11720 11730 11740 11750 11760 11770 11780 11790 11800
--------- i T
Ednonst on- wt CAATTGTTTCATCACATTTTTTTGICTATTCAAAAGGAATATAT TATGATGGGCTACT TGT GTCCCAAT CACTCAAGAGCATCCCAAGATGTGTATTCTG 11800
Y 11800
NS - 3 11800
VSF- L0 11800
Al K- € 11800
o = U= o 11800
SO WA Z e e 11800
EAmM Zagr €D e 11800
RUD OV X e e e 11800
CNaNgCUN- 47 e e 11800
MEV- 1 Chi NOSEBOSA . . . . 11800
--------- i T
11810 11820 11830 11840 11850 11860 11870 11880 11890 11900
--------- i T
Ednonst on- wt GTCAGAGACTATAGT TGATGAAACAAGGGCAGCATGCAGT AATATTGCTACAACAAT GGCTAAAAGCAT CGAGAGAGGT TATGACCGT TACCT TGCATAT 11900
V- 7 11900
NS - 3 11900
VSF- L0 11900
Al K- € 11900
0] = X = 11900
SO A Z 11900
Edm Zagr €D 11900
RUD OV AX e 11900
CNaNgCNUN- A7 11900
MEV- 1 Chi NOSEBOSA . . . . T 11900
--------- T T T
11910 11920 11930 11940 11950 11960 11970 11980 11990 12000
--------- T T T
Ednonst on- wt TCCCTGAACGT CCTAAAAGT GATACAGCAAATTCTGATCTCTCTTGGCT TCACAAT CAAT TCAACCAT GACCCGCGATGTAGT CATACCCCTCCTCACAA 12000
V- 7 12000
NS - 3 12000
VSF- L0 12000
Al K- € 12000
0] = 1 = 12000
SO WA Z 12000
Edm Zagr €D G 12000
RUD B OV AX 12000
CNaNgCNUN- A7 12000
MeV-1chinoseB95a ........ ... T A 12000



12010 12020 12030 12040 12050 12060 12070 12080 12090 12100
--------- i T
Ednonst on- wt ACAACGACCTCTTAATAAGGATGGCACT GT TGCCCGCT CCTAT TGCEGEGGEGATGAATTAT CTGAATAT GAGCAGCGCTGT TTGT CAGAAACATCGGTGATCC 12100
V- 7 12100
NS - 3 12100
VSF- L0 12100
Al K- € 12100
o = U= o 12100
SO WA Z e e 12100
EAmM Zagr €D e 12100
RUD OV X e e e 12100
CNaNgCUN- 47 e e 12100
MeV-1chi noseB95a ....... T 12100
--------- i T
12110 12120 12130 12140 12150 12160 12170 12180 12190 12200
--------- i T
Ednonst on- wt AGTAACATCATCAATTGCTGATCTCAAGAGAATGATTCTCGCCTCACTAAT GCCTGAAGAGACCCT CCAT CAAGT AAT GACACAACAACCGGGEGGACTCT 12200
V- 7 12200
NS - 3 12200
VSF- L0 12200
Al K- € 12200
0] = 1 = 12200
SO WA Z 12200
Edm Zagr €D 12200
RUD OV AX e 12200
CNaNgCNUN- A7 12200
MeV-1chinoseB95a . ..... ... .. .. . . . A 12200
--------- T T T
12210 12220 12230 12240 12250 12260 12270 12280 12290 12300
--------- T T T
Ednonst on- wt TCATTCCTAGACT GGECTAGCGACCCT TACT CAGCAAATCTTGTATGT GT CCAGAGCAT CACTAGACT CCTCAAGAACATAACTGCAAGGTTTGTCCTGA 12300
V- 7 12300
NS - 3 12300
VSF- L0 12300
Al K- € 12300
0] = 1 = 12300
SO WA Z 12300
Edm Zagr €D 12300
RUD B OV AX 12300
CNaNgCNUN- A7 12300
MeV-1chinoseBO5a .. ... . G A 12300



12310 12320 12330 12340 12350 12360 12370 12380 12390 12400
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt TCCATAGTCCAAACCCAATGTTAAAAGGATTATTCCATGAT GACAGT AAAGAAGAGGACGAGGGACT GGCGGCATTCCTCATGGACAGGCATATTATAGT 12400
F - 7 12400
R 12400
S - A0 12400
Al K- € 12400
/0] = 1 =Y 12400
SO AL Z e e 12400
EAmM Zagr €D e 12400
RUD B OV X 12400
Changchun-47  ....... Gt 12400
MeV-lchinoseB95a ........... ... ... .. ... .. ... G A 12400
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
12410 12420 12430 12440 12450 12460 12470 12480 12490 12500
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt ACCTAGGGCAGCTCATGAAATCCTGGATCATAGT GTCACAGGGGCAAGAGAGT CTATTGCAGGCATGCTGGATACCACAAAAGGCCTGATTCGAGCCAGC 12500
F - 7 e T 12500
VS - B e T 12500
VS - L0 e T 12500
Al K- € 12500
Or At BN e T . 12500
SO WA Z e e T 12500
Edm Zagr €D 12500
RUD OV X T 12500
CNaNgCNUN- A7 12500
MeV-1 Chi NOoSeBO5a . . . ... A 12500
--------- T T T
12510 12520 12530 12540 12550 12560 12570 12580 12590 12600
--------- T T T
Ednonst on- wt ATGAGGAAGGGEGEGGT TAACCTCTCGAGTGATAACCAGATTGT CCAATTATGACTATGAACAAT TCAGAGCAGGGATGGTGCTAT TGACAGGAAGAAAGA 12600
FMS- 7 L 12600
VSF- 3 L 12600
VSF- 10 L 12600
Al K- € 12600
T At BN 12600
SO AT Z e 12600
Edm Zagr €D 12600
RUD OV X e C 12600
Changchun-47 ... .. A 12600
MEV- | Chi NOSEBOS A . . . it e e e e T 12600



12610 12620 12630 12640 12650 12660 12670 12680 12690 12700
--------- i T
Ednonst on- wt GAAATGT CCTCATTGACAAAGAGT CATGT TCAGT GCAGCT GGCGAGAGCT CTAAGAAGCCAT AT GT GGCCGAGGCT AGCT CGAGGACGGCCTATTTACGG 12700
V- 7 12700
VS - 3 12700
VSF- L0 12700
Al K- € 12700
o = U= o 12700
SO WA Z e e 12700
EAmM Zagr €D e 12700
RUD OV X e e e 12700
CNaNgCUN- 47 e e 12700
MeV-1chinoseB95a . ... .. ... ... T..... G A LA 12700
--------- i T
12710 12720 12730 12740 12750 12760 12770 12780 12790 12800
--------- i T
Ednonst on- wt CCTTGAGGTCCCTGATGTACTAGAAT CTATGCGAGGCCACCTTATTCGGCGT CATGAGACAT GTGT CATCTGCGAGT GTGGATCAGT CAACTACGGATGG 12800
V- 7 12800
NS - 3 12800
VSF- L0 12800
Al K- € 12800
0] = 1 = 12800
SO WA Z 12800
Edm Zagr €D 12800
RUD OV AX 12800
CNaNgCNUN- A7 12800
MEV- 1 Chi NOSEBO A . . . . 12800
--------- T T T
12810 12820 12830 12840 12850 12860 12870 12880 12890 12900
--------- T T T
Ednonst on- wt TTTTTTGICCCCTCGGGT TGCCAACTGGATGATAT TGACAAGGAAACAT CATCCTTGAGAGT CCCATATATTGGT TCTACCACT GATGAGAGAACAGACA 12900
V- 7 12900
NS - 3 12900
VSF- L0 12900
Al K- € 12900
0] = 1 = 12900
SO WA Z 12900
Edm Zagr €D 12900
RUD B OV AX 12900
CNaNgCNUN- A7 12900
MBV- 1 Chi NOSEBOS@ . . . . e 12900



12910 12920 12930 12940 12950 12960 12970 12980 12990 13000
--------- i T
Ednonst on- wt TGAAGCTTGCCTTCGTAAGAGCCCCAAGT CGATCCTTGCGATCTGCTGT TAGAATAGCAACAGT GTACTCATGGCCT TACGGTGATGATGATAGCTCTTG 13000
V- 7 13000
NS - 3 13000
VSF- L0 13000
Al K- € 13000
o = U= o 13000
SO WA Z e e 13000
EAmM Zagr €D e 13000
RUD OV X e e e 13000
CNaNgCUN- 47 e e 13000
MeV-1chi noseB95a ....... G A e 13000
--------- i T
13010 13020 13030 13040 13050 13060 13070 13080 13090 13100
--------- T
Ednonst on- wt GAACGAAGCCTGGT TGT TGGCTAGGCAAAGGGCCAAT GT GAGCCT GGAGGAGCT AAGGGT GATCACT CCCATCTCAACT TCGACTAAT TTAGCGCATAGG 13100
V- 7 13100
NS - 3 13100
VSF- L0 13100
Al K- € 13100
0] = 1 = 13100
SO A Z 13100
Edm Zagr €D 13100
RUD OV AX e 13100
CNaNgCNUN- A7 13100
MeV-1chinoseB95a ..................... A G .. 13100
--------- T T T
13110 13120 13130 13140 13150 13160 13170 13180 13190 13200
--------- T T T
Ednonst on- wt TTGAGGGATCGTAGCACTCAAGT GAAATACT CAGGT ACAT CCCT TGT CCGAGT GGCGAGGTATACCACAAT CTCCAACGACAATCTCTCATTTGT CATAT 13200
V- 7 13200
NS - 3 13200
VSF- L0 13200
Al K- € 13200
0] = 1 = 13200
SO WA Z 13200
Edm Zagr €D 13200
RUD B OV AX 13200
CNaNgCNUN- A7 13200
MEV-1 Chi NOSEBO5@ . . . .. A 13200



13210 13220 13230 13240 13250 13260 13270 13280 13290 13300
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt CAGATAAGAAGGT TGATACTAACTTTATATACCAACAAGGAATGCTTCTAGGGT TGGGTGTTTTAGAAACATTGT TTCGACT CGAGAAAGATACCGGATC 13300
FVB- 7 e e 13300
VSF- 3 e G 13300
VSF- 10 e e 13300
Al K- € 13300
/0] = 1 =Y 13300
SO AL Z e e 13300
EAmM Zagr €D e 13300
RUD B OV X 13300
CNaNgCUN- 47 e e 13300
MEV- 1 Chi NOSEBOSA . . . . T..... 13300
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
13310 13320 13330 13340 13350 13360 13370 13380 13390 13400
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt ATCTAACACGGTATTACATCTTCACGT CGAAACAGATTGT TGCGT GATCCCGATGATAGATCATCCCAGGATACCCAGCT CCCGCAAGCTAGAGCTGAGG 13400
F - 7 13400
R 13400
S - A0 e 13400
Al K- € 13400
VT At BN e e 13400
SO AT Z e 13400
Edm Zagr €D 13400
RUD OV X e e e 13400
CNaNgCNUN- A7 13400
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e 13400
--------- T T T
13410 13420 13430 13440 13450 13460 13470 13480 13490 13500
--------- T T T
Ednonst on- wt GCAGAGCTATGTACCAACCCATTGATATATGATAATGCACCT TTAATTGACAGAGAT GCAACAAGGCTATACACCCAGAGCCATAGGAGGCACCTTGI GG 13500
F - 7 13500
R 13500
S - L0 13500
Al K- C e A 13500
T At BN 13500
SO AT Z e 13500
Edm Zagr eb A 13500
RUD OV X e 13500
ChangChun- 47 A 13500
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e 13500



13510 13520 13530 13540 13550 13560 13570 13580 13590 13600
--------- i T
Ednonst on- wt AATTTGTTACATGGT CCACACCCCAACTATATCACATTTTAGCTAAGT CCACAGCACTATCTATGAT TGACCT GGTAACAAAATTTGAGAAGGACCATAT 13600
Y 13600
NS - 3 13600
VSF- L0 13600
Al K- € 13600
o = U= o 13600
SO WA Z e e 13600
EAmM Zagr €D e 13600
RUD OV X e e e 13600
CNaNgCUN- 47 e e 13600
MeV-1chinoseB95a . ...... ... .. .. .. i, o 13600
--------- i T
13610 13620 13630 13640 13650 13660 13670 13680 13690 13700
--------- i T
Ednonst on- wt GAATGAAATTTCAGCTCTCATAGGGGATGACCGATATCAATAGT TTCATAACTGAGT TTCTGCTCATAGAGCCAAGAT TATTCACTATCTACT TGGGCCAG 13700
V- 7 13700
NS - 3 13700
VSF- L0 13700
Al K- € 13700
0] = 1 = 13700
SO A Z 13700
Edm Zagr €D 13700
RUD OV AX e 13700
CNaNgCNUN- A7 13700
MeV-1 chi noseBO5a . ... ... . T Cooiiii 13700
--------- T T T
13710 13720 13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790 13800
--------- T T T
Ednonst on- wt TGTGCGGCCATCAATTGGGCATTTGATGTACATTATCATAGACCAT CAGGGAAATAT CAGATGGEGT GAGCTGT TGTCATCGT TCCTTTCTAGAATGAGCA 13800
V- 7 13800
NS - 3 13800
VSF- L0 13800
Al K- € 13800
0] = 1 = 13800
SO WA Z 13800
Edm Zagr €D 13800
RUD B OV AX 13800
CNaNgCNUN- A7 13800
MeV- | chi noseB95a . . ... A T 13800



13810 13820 13830 13840 13850 13860 13870 13880 13890 13900
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt AAGGAGTGTTTAAGGT GCTTGTCAATGCTCTAAGCCACCCAAAGATCTACAAGAAATTCTGGCATTGTGGTATTATAGAGCCTATCCATGGTCCTTCACT 13900
F - 7 13900
R 13900
S - A0 13900
Al K- € 13900
/0] = 1 =Y 13900
SO AL Z e e 13900
EAmM Zagr €D e 13900
RUD B OV X 13900
CNaNgCUN- 47 e e 13900
MEV- 1 Chi NOSEBOSA . . . . 13900
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
13910 13920 13930 13940 13950 13960 13970 13980 13990 14000
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt TGATGCTCAAAACTTGCACACAACT GTGTGCAACATGGT TTACACATGCTATATGACCTACCTCGACCTGT TGT TGAAT GAAGAGT TAGAAGAGT TCACA 14000
F - 7 14000
R 14000
S - A0 e 14000
Al K- € 14000
VT At BN e e 14000
SO Z e 14000
Edm Zagr €D 14000
RUD OV X e 14000
CNaNgCNUN- A7 14000
MEV- | Chi NOSEBO S A . . .. it e e e 14000
--------- T T T
14010 14020 14030 14040 14050 14060 14070 14080 14090 14100
--------- T T T
Ednonst on- wt TTTCTCTTGI GT GAAAGCGACGAGGAT GTAGTACCGGACAGAT TCGACAACAT CCAGGCAAAACACT TATGTGT TCTGGCAGATTTGTACTGTCAACCAG 14100
FV - 7 T 14100
VSF- B e T 14100
VSF- A0 e T 14100
Al K- € 14100
T At BN 14100
SO AT Z e 14100
Edm Zagr €D 14100
RUD OV X e 14100
CNaNgCNUN- A7 14100
MeV- | chi noseB95a .. ... T T G e 14100



14110 14120 14130 14140 14150 14160 14170 14180 14190 14200
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt GGACCTGCCCACCAATTCGAGGT CTAAGACCGGTAGAGAAAT GTGCAGT TCTAACCGACCATATCAAGGCAGAGGCTAGGT TATCTCCAGCAGGATCTTC 14200
F - 7 T 14200
VS - B T 14200
VSF- L0 T 14200
Al K-C R 14200
O At BN e e T 14200
SC AL Z e T 14200
EAmM Zagr €D e 14200
RUD OV AX T 14200
CNaNgCUN- 47 e e 14200
MeV-1lchinoseB95a ............. G............. G T e 14200
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
14210 14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280 14290 14300
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt GTGGAACATAAATCCAATTATTGTAGACCATTACTCATGCTCTCTGACT TATCTCCGGCGAGGATCGATCAAACAGATAAGATTGAGAGT TGATCCAGGA 14300
F - 7 14300
R 14300
S - A0 e 14300
Al K- € 14300
VT At BN e e 14300
SO AT Z e 14300
Edm Zagr €D 14300
RUD OV X e e e 14300
CNaNgCNUN- A7 14300
MeV- | Chi NOSEBOSA . ..ttt e e e T........ T 14300
--------- T T T
14310 14320 14330 14340 14350 14360 14370 14380 14390 14400
--------- T T T
Ednonst on- wt TTCATTTTCGACGCCCTCGCTGAGGTAAAT GT CAGT CAGCCAAAGAT CGGCAGCAACAACAT CTCAAATATGAGCATCAAGGATTTCAGACCCCCACACG 14400
F - 7 e Co 14400
B Co e 14400
VS - A0 e Co 14400
Al K= C Co e 14400
Or At BN e e C .o 14400
SO WA Z e Co e 14400
Edm Zagr €D Co 14400
RUD OV X e Co e 14400
CNaNgChUN- A7 Co 14400
MeV- | chi noseB95a ........ T e G T....... 14400



Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

MeV- | chi noseB95a ..

--------- i
14410 14420 14430
--------- S

--------- S
14510 14520 14530
--------- S

......... A

--------- S
14610 14620 14630

--------- S

oo oo oo e oo oo +
14440 14450 14460 14470 14480 14490 14500
oo oo oo e oo oo +

14500
14500
14500
14500
14500
14500
14500
14500
14500
14500
14500

14600
14600
14600
14600
14600
14600
14600
14600
14600
14600
14600

14700
14700
14700
14700
14700
14700
14700
14700
14700
14700
14700



14710 14720 14730 14740 14750 14760 14770 14780 14790 14800
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
Ednonst on- wt AATTAGCACCCTATCCCT CCGAAGT TGGCCT TGT CGAACACAGAAT GGGAGT AGGTAATATTGTCAAAGT GCTCTTTAACGGGAGGCCCGAAGT CACGT G 14800
F - 7 14800
R 14800
S - A0 14800
Al K- € 14800
/0] = 1 =Y 14800
SO AL Z e e 14800
EAmM Zagr €D e 14800
RUD B OV X 14800
CNaNgCUN- 47 e e 14800
MeV- 1 Chi NOSEBOGA . . . . . e G 14800
--------- o e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e m e oo
14810 14820 14830 14840 14850 14860 14870 14880 14890 14900
--------- o m e e e m e e e e e et e e e e e e e e e e e m e e e e e e e e e e e e e oo
Ednonst on- wt GGTAGGCAGTGTAGATTGCTTCAATTTCATAGT TAGTAATATCCCTACCTCTAGTGTGGGGT TTATCCATTCAGATATAGAGACCT TGCCTAACAAAGAT 14900
FN - 7 G....... 14900
VS - B e e G....... 14900
VS - A0 G....... 14900
Al K- € 14900
T At BN e G....... 14900
SO WA Z e G....... 14900
Edm Zagr €D 14900
RUD OV X e e G....... 14900
CNaNgCNUN- A7 14900
MeV- | chi noseB95a .......... A o A ..o 14900
--------- T T T
14910 14920 14930 14940 14950 14960 14970 14980 14990 15000
--------- T T T
Ednonst on- wt ACTATAGAGAAGCTAGAGGAAT TGGCAGCCATCTTATCGATGGCTCTGCTCCT GGGCAAAATAGGAT CAATACT GGTGATTAAGCTTATGCCTTTCAGCG 15000
F - 7 15000
R 15000
S - L0 15000
Al K- € 15000
T At BN 15000
SO AT Z e 15000
Edm Zagr €D 15000
RUD OV X e 15000
CNaNgCNUN- A7 15000
MeV- 1 Chi NOSEBOSA . ... it e e e A . ... X 15000



15010 15020 15030 15040 15050 15060 15070 15080 15090 15100
--------- i T
Ednonst on- wt GCGATTTTGT TCAGGGATTTATAAGT TATGTAGGGT CTCATTATAGAGAAGT GAACCTTGTATACCCTAGATACAGCAACTTCATATCTACTGAATCTTA 15100
V- 7 15100
NS - 3 15100
VSF- L0 15100
AlLK-C T 15100
o = U A= o Cooi 15100
SC WAL Z e e e Co.o 15100
Edm Zagreb e G 15100
RUD OV X e e e e Co.o 15100
CNaNgCUN- 47 e e 15100
MeV-1chinoseB95a ........... ... ... ... .... o C....... G 15100
--------- i T
15110 15120 15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190 15200
--------- i T
Ednonst on- wt TTTGGTTATGACAGAT CTCAAGGCTAACCGCCTAATGAATCCTGAAAAGATTAAGCAGCAGATAATTGAATCATCTGTGAGGACT TCACCTGGACT TATA 15200
V- 7 15200
NS - 3 15200
VSF- L0 15200
Al K- € 15200
0] = 1 = 15200
SO A Z 15200
Edm Zagr €D 15200
RUD OV AX e 15200
CNaNgCNUN- A7 15200
MeV-1chinoseB95a ... A ................ A G Coo 15200
--------- T T T
15210 15220 15230 15240 15250 15260 15270 15280 15290 15300
--------- T T T
Ednonst on- wt GGTCACATCCTATCCATTAAGCAACT AAGCT GCATACAAGCAAT TGT GGGAGACGCAGT TAGTAGAGGT GATATCAATCCTACT CTGAAAAAACTTACAC 15300
V- 7 15300
NS - 3 15300
VSF- L0 15300
Al K- € 15300
0] = 1 = 15300
SO WA Z 15300
Edm Zagr €D 15300
RUD B OV AX 15300
CNaNgCNUN- A7 15300
MeV-1chi noseBO5a . ... ... G O 15300



Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47
MeV- | chi noseB95a

Ednonst on- wt
FMS- 7

VSF- 3

VSF- 10

Al K-C

Mor at en
Schwar z

Edm Zagr eb
Rubeovax
Changchun- 47

MeV- | chi noseB95a ..

oo e oo oo oo e oo
15320 15330 15340 15350 15360 15370 15380
oo e oo oo oo e oo

oo +
15390 15400
oo +

G Ao A
oo e oo oo oo e oo
15420 15430 15440 15450 15460 15470 15480

oo e oo oo oo e oo

oo +
15490 15500
oo +

..................................................... G e
...... e
--------- o
15510 15520 15530 15540 15550 15560 15570 15580 15590 15600
--------- o

15400
15400
15400
15400
15400
15400
15400
15400
15400
15400
15400

15500
15500
15500
15500
15500
15500
15500
15500
15500
15500
15500

15600
15600
15600
15600
15600
15600
15600
15600
15600
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Abstract  To evaluate the genetic stability of the CAM-T0
measles wvaccine strain we have performed 10 serial
passages of the seed lot virus FMS-T in chicken embryo
fibroblasts primary cultures (CEF) under production con-
ditions. The nucleotide sequences of the seed lot virus, the
virus from a vaccine vial (third passage) and from the 10th
passage were determined and compared with each other and
with sequences from other sources. The full genome anal-
ysis of the CAM-T0 vaccine still considers it as the most
divergent among all waccine strains. The mucleotide
sequence analyses of viral genomes from the three CAM-T0
passage levels have demonstrated that they are identical.
This study shows that the measles CAM-T0 vaccine virus is
highly adapted to its cultivation conditions and that its
genetic stability contributes, in part, to the safety profile of
the vaccine.

Keywords Measles virus - Genetic stability - CAM-70 -
Vaccine strain - Sequencing - Serial passages

Introduction

Measles virus is an enveloped RNA wvirus of the genus
Morbillivirus and Paramyxeviridae family. Its genome is
single-stranded, non-segmented of negative polarity ocon-
sisting of 15.894 nucleotides. The 3' end of the penome
contains a non-coding region (NCR) of 107 nucleotides
called the genomic promoter (GP) which includes the

M. B. Barges (=00 - E. Caride - A, V. Jabar -

I M. N. Malachias - M. 5. Freire - A, Homma - K. Gal ler
Bio-Manguinhos, Fundagio Cewaldo Cruz, Av, Brasil,
4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro, B 21040-360, Brazil
e-mail: horges @hio. Hocruz. br

leader sequence with 52 nucleotides, the gene start (GS)
signal for transcription of the N gene and a B'-box motif
responsible for the regulation of transcription and wiral
replication [1]. The genome contains six non-overlapping
cistrons {3-N-F/C/V-M-F-H-L-5") that encode eight poly-
peptides [2].

Each transcriptional unit is separated by an intergenic
region (IR) containing a conserved trinucleotide GAA
preceded by U residues and followed by a start signal for
the next gene. The exception is between H and L genes
where the trinucleotide is GCA. The 5-end non-coding
region of 109 nucleotides is called the antigenomic pro-
moter (AGP) and encompasses the 37 trailer nucleotides,
the B"-hox and (GMs); motifs and the gene end signal of
the L gene [1, 3, 4]. Between the M and F genes there is an
unusually long untranslated region, with ~ 1,000 nucleo-
tides, which is unique for most morbilliviruses [5] and its
high GC content suggests the formation of secondary
structures which are thought to be responsible for regula-
tion of translation or localization of mRMNAs [6, 7).

Measles wirus causes an acute illness of childhood
considered one of the most contagious infections of man-
kind [B]. Despite the availability of a safe and effective
vaccine for the last 40 years, outbreaks continue to occur,
especially in developing countries. Measles has accounted
for more than half a million deaths occwring annually
among children [9]. The interruption of virus transmission
requires vaccine coverage asbove 95%, which is not
achieved in many regions, particularly in Africa [10, 11].
The prototype Edmonston strain of measles virus isolated
by Enders and Peebles in 1954 was used for the develop-
ment of many currently adopted live-attenuated measles
vaccines, such as Schwarz, Moraten, and Edmonston-
Zagreb. A Japanese live-atienuated measles vaccine has
been produced and used in Brazil since the early 1980s.
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This vaccine was developed in Japan [12-15] from
material collected from the oropharynx of a patient
called Tanabe and isolated by Dr. M. Mutai in primary
kidney cells of Cynomolgus monkeys. After serial pas-
sages in monkey kidney cells; human kidney cells,
chicken ammion, chicken choripallantoic membrane, and
chicken embryo fibroblasts, the CAM-T0 vaccine strain
was isolated (Fig, 1). This waccine 15 used mostly in
Japan and Brazil and has been considered by some
authors to be more stitenuated than other measles vaccine
strains [16], what was compensated by an increase of
virus load per dose of wvaccine. Nevertheless. routine
immunization with this vaccine was an important con-
tribution  to  hamper virus  wramsmission  and  reduce
indigenous measles circulation in Brazil, The aim of this
study was to evaluate the genetic stability of CAM-T0
vaccine viris strain after serial passages of the seed lot
FMS-T in primary cultures of chicken embryo fibrohlasts
[CEF) reproducing production parameters to characterize
our product at the molecular level and provide further
information on the genetic varialion among measles virus
vaccine strains.

Materials and methods
Yiruses

The master seed virus FMS-T is kept at —70°C and a vial
was provided for this study. The freeze-dried CAM-T0
vaccine lot No. 9&/8BO0SZ was supplied in five doscs
vials, This vaccine was obtained through three passages of
the seed lot FMS-T in chicken embryo fibroblast cultures
(CEF) (Fig. 1}.

Preparation of CEF cultures and passages of the seed lot
VITUS

Eleven-day-old embryos were removed from specific
pathogen free (SPF) egps and the head and viscera
removed and discarded. The remaining tissue was washed
with PBS, extruded and treated with trypsin o give a
monodisperse cell suspension [ 17], Cells were then seeded
in rofler bottles in 199 Hank's salts medium with fetal
bovine serum, as previously described [18]. The seed virus
FMS-T was inoculated following the procedure of Freire
mnd co-workers [ 18] using an incubation temperature of
307C. The seed virus was passiged 10 times in CEF and
the viruses from the passage levels used in this study were
termed WSF-1 to WSF-10. Hurvest was performed at
& days post-infection. Roller bottles containing the infec-
ted cultures with stabilizers added were shell-frozen by

@ Springer

Iselation in ME ofwild type strain Som
Tarabe patiert by Dr. M. Mata
&
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+
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Fig. 1 Passage history of CAM- wvaccine straim {a) Waccine
atteruation history (b)) passages for Bio-Manguinhos vaocine pmo-
duction and evaluation of genetic stahility. Tempemture of incubation
assumed 10 be 37°C except when indicated. Mumbers mefer to the
mumber of passages in each cell type. ME = monkey kidney;
HE = human  kidney, CAm = ammiotic membrane of chicken
embryos; CAM = chonoallantoic membrane; * = specific pathogen
free (SPF), CEF = chicken embryo fibroblasts. Bold characters
indicate GenBank Accession Mumbers

rotation in cthanol dry ice bath. After thawing, virus
suspension was clarified by centrifugation. aliquoted. and
frozen at —T0°C.

Complementary DINA synthesis, amplification,
and nucleotide sequencing

Total RNA was extracted from the virus suspensions with
TRIzol® LS reagent (Invitrogen} using 20-40 pg of gly-
cogen as a carrier according to manufacturer’s protocol.
EMNA from the seed lot virus was extracted directly from
the supplied freeze-dried sample without further propaga-
tion in cell culture to avoid potential mutations.
Complementary DNA synthesis (RT) was performed
using a 'I'hc'rrl]q:nSq:ri|:|1“'I RT-PCR kit (Invitrogen) and ran-
dom hexamers. Amplification was carmied ow  using
Platinum™® Tag DNA  Polymerase High Fidelity
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(Imvitrogenh, A total of 16 PCR products were svnthesized
encompassing nucleotides 1- 1040, 9512240, 18252631,
2206-3900, 3558-4274, 38654463, 3916-5150, 5022
SH66, 5401-TO58, 60588647, BS52-10050, 9083-11531,
1149112003, 12465- 13466, 12961- 14474, and 14451
15877, The primers were designed based on the published
meastes virus Moraten strain sequence. The PCR products
were purified using a QlAguick PCR Punfication kit
(Qiagen) and directly sequenced with the BigDwve termi-
mator mix version 3.1 (Applied Biosystems) according to
manufacturer’s recommendations. Electrophoresis of fluo-
rescent products was performed in an ABI PRISM 3100
instrument (Applied Biosystems). MNucleotide sequences
were analyzed and a consensus sequence for each vims
genome of region was derived from contiguous sequences
using SegMan Il software from Lasergene package version
4.05 (DNAStar).

Results and discussion

Measles virus is serologically monotypic and is geneti-
cally characterized in eight clades (A-H), divided in 22
recognized genotypes [19]. All measles vaccines. despite
their diverse geographic ongins or different attenuation
procedures, are classified in clade A. The cell types and
passage lemperatures used for obtaining esch wvaccine
virus varied widely [20]. The nucleotide changes observed
among them are probably due to adaptations undergone
by the viruzes submitted to these wvarious selective pres-
sures [21-24]. Corrently,  the  associations  between
maolecular changes and  attenuated phenotype remain
unclear [22, 25],

We have investigated the genetic stability of CAM-T0
vaccine strain after 10 serial passages in cultured cells
using cultivation conditions equal to that of the vaccine

Table 1 Nucleotide and amino acid changes among CAM-T0 sequences

production process. Nucleotide seguencing wis performed
directly on the amplified ¢DNA without additional clon-
ing and the seguences were deposited in the GenBank
(Table 1). The results obtained for the seed virus FMS-7,
for the virus from a vaccine lot (third passape) and pas-
sage 10 has revesled identical gemomic sequences. Two
hase heterogencities found in positions 5180 and 5187 of
the genome of FMS-7 were maintained throughout all 19
passages in CEF. These heterogeneities are located in the
intergenic space between genes M and F. Intergemic
regions contain cis-acting elements that are involved in
control of gene expression and genome replication, Parks
et al. have investigated the presence of attenuation
markers within measles virus cis-acting regulatory ele-
ments [22]. The nucleotide heterogeneities found in the
CAM-T0 genome were not related o the potential atten
uvatton  determinants  described  previously  [22)
Nevertheless, changes in the RNA secondary structures
may alter virus phenotype [5]. Additionally. Takeda and
co-workers, using reverse genetics, have sugpgested a role
for the untranslated region between M and F genes in the
control of replication and cytopathogenicity [5]. Accord-
ing to some authors, nucleotide changes are expected to
occur in this region and would not exert a significant
influence in virulence, since this region can accumulate
and tolerate such changes [26. 27]. Even though the
CAM-T0 measles vaccine attenuation procedure included
a plaque purification step, the presence and preservation
of heterogeneities could confer virus growth advantages
scquired during  vaccine manufacturing as  already
described for wellow fever wvaccine [28]. Since; the
occurrence of nucleotide heterogeneities in measles virus
genomic scguences has never been reported, our discus
sion is limited by the paucity of data on this matter.
MNotwithstanding, it is important to emphasize the limita-
tion of genome analysis by direct sequencing which is

Position Gene Sequence DO34ST21 Sequence AFS 175594 Sequence UN3649° Expression
D457 DOMSTIA"
2545 P TG TG - Slent
Yl p AGA AAA - R—K
T548 H ATA - AA [ =T
9144 H A - T Untranslated”
G20 H G - A Untranslated
* CienBank Accessiom No. for CAM-70 thind passage
" GenBank Accession No, for CAM-70 seed lot FMS-7
 GenBank Accession No. for CAM-7(0 tenth passage
4 CenBank Accession Mo, for Santos et al, [31]
© CrenBank Accession Mo, for Rota et al, [21)]
! Untranslated region of the gene
@ Springer

143



38

WVirus Genes (2008) 303544

able to detect mutations only when present in concen-
frations =10-20% [29, 30].

There are three nucleotide differences in the H gene
when comparing with the sequence of Rota and co-
workers [21], and two nucleotides differences in the P
gene when comparing with the sequence of Santos and
co-workers [31] (Table 1) In fact, bath studies have used
a few passages of the CAM-T0 wvirus in Vero cells
obtain the stock used for RNA extraction and cDNA
synthesis. Moreover, they have sequenced cloned cDNA
fragments rather than RT-PCR products. It was describad
that propagation in Vero cells altered the plague and
growth phenotypes of measles AIK-C vaccine strain. The
AIK-C vaccine is produced in chicken embryo fibroblasts
and its passaging i a different cell type. ke Vero, may
lead to genome changes that reflect adaptations to host
cell [24]. Furthermore, RT-PCR products represent the
majority of wviral genomes and their use for genome
sequencing does not reveal minor populations that may
arise during cell passage. In infected cells single and
multiple varants may arise, but normally most or all of
them will be maintained at low frequencies by negative
selection. This is especially true for RNA viruses pas-
saged many times in cell culture under defined conditions
[32].

The analysis of all coding and non-coding regions of
CAM-T0 vaccine strain used in this study was conducted
by companng the CAM-70 virus and other vaccine viru
ses with known genomic sequences. Sequence alignments
are presented in Table 2 and the number of nucleotide
changes is resumed in Table 3. The genomic sequences of
wild type viruses that onginated most of the non-Ed
monston derived vaccines, as CAM-TO, are not available.
However, the very high level of relatedness between wild
type viruses from genotype A and vaccine strains [|] lead
us to consider. for ease of analysis, the Edmonston wild
type isolate as the progenitor wild-type virus for all
vaccine strains. The nucleotide changes observed among
the vaccine strains are widespread along the 13 distinct
regions i the 15,594 ntlong genome of measles virus
(Table 2. There arc a total of 71 mucleotide differences in
CAM-TO in relation to the Edmonston wild-type. Ten
substitutions occurred in the non-coding regions and 61 in
the coding regions causing 6] amino acid changes. Based
on sequence alignment anadysis. our results have dem-
onstrated that the CAM-T0 strain is the most divergent
while the Edmonston-Zagreb is the most similar with
09.55% and 99.8% of similarity, respectively. Fifteen
nucleotide changes ocour at the same genome position in
all the vaccine strains studied. resulting in 10 amino acid
changes. Such changes are not clustered in any specific
region, but are rather discretely spread throughout the
genome. One coding substilution at position 89006 was

@ Springer

common to all the vaccines except for Edmonston-Zagreh
that did not change.

The 3"-leader shows one nucleotide change common 1o
all the vaccines (position 26), another common to all the
vaccines except for Edmonston-Zagreb (position 42, and
two changes specific to the Edmonston-Zagreb virus
(positions 42 and 96). The 5'-terminal region presented
one specific change for each of the following viruses: the
AIK-C virus (position 15789), the CAM-TO wvirus (posi
tion 137951 and the Edmonston-Zagreb virus (position
15843). According to Liu et al., nucleotide substitutions
at position 26 of 3-leader had a significant effect on viral
replication in a mini-genome assay [1]. Based on
sequence analysis. Parks et al. suggested that nucleotide
substitutions in the 3'-leader sequence could be related
with the attenuation of measles virus [21]. No consistent
substitution pattern has yet been chserved for the 5 trailer
region [ 1]

The long untranslated region between M and F genes
accumulated the highest number of substitutions (4) of all
CAM-T0 virus pon-coding regions. This pattem was also
reported by Santak et al. in the analysis of SSPE virus and
D6 genotype measles virus [27]. The P gene of CAM-T0
virus was the maost divergent with 12 exclusive mutations
and two mutations shared by all the vaccines.

Previous genetic analyses of coding regions of CAM
70 have considered this vaccine the most divergent
member within its clade [21, 31]. Our analysis companng
the full genome of CAM-TD with that of other measles
vaccines confirms this observation, This may be a con-
sequence of the high number of passages in the
attenuation procedure as well as the cultivation condi
tions that included, most exclusively. passages in avian
cells, except for the few initial passages in mammalian
cells. Nevertheless, it also may account for differences
between the progenitor wild-type Edmonston and Tanabe
viruses.

Previous studies have suggested that measles virus have
a mutation rate similar to that of other RNA viruses [33].
MNonetheless. epidemiological surveys have provided evi-
dence that measles virus shows marked genetic stahility in
the field Litle genomic sequence varation could be
observed in isolates from a common chain of transmission
as well as in isolates from the same genotype collected at
different times [34-36]. The mutation rates estimates
would also infer that the various genotypes presently found
circulating in the world reflect long-standing varation of
measles virus. This study demonstrates that the measles
CAM-T) vaccine virus is highly adapted to its cultivation
conditions and stable from the genetic point of view. This
genetic stability may account, at least in part, for the safety
profile of the wvaccine manufactured with the measles
CAM-T0 virus.
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Table 2 Comparison of the full genomic sequences of the measles Edmonston wild-type virus and measles vaocine strins

Nt pos AA pos Ed wrt CAaM AlkK Mor Sch E& Rub 47 Al

26 - A T T T T T T T -

42 - A ( ( o C T C o -

96 - G . . . - A - - -

275 N56& C . . G G - - . W

280 M58 T L . . . . . . L—=35§
449 N114 T A . - - - - . L.

402 N1Z0 C . A - - - - - Q=K
S8 N147 C . . . - - - T F

550 N148 A . . G G - - . E—G
[k ] M172 C - L] '] - T - . A

Tz N5 A . . . - - (%] L] W

ana N2 1 . . - . . . L

WE N297 G A . . - - - . E

1214 Nigo A G - - - - - . W

14018 N434 G C . . . . . . G —= A
1528 N4 74 A . . . . - - C D—a
1542 M40 T - - A A - A - 5 =T
1702 - A L&} . (&3 L& - (&1 . -

1724 - C . . A A - - . -

1506 - G A . A A . A . -

1566 P30 G A . . - - - . K

/i E PO o T T T (s
2098 Pag A G - '] - - - . G =R
21 P& A G . - - - - - =N
2134 P10 1 - - - - - - [ Y = H
2135 P110 A G . . . . . . Y 0
2139 P11l 1 - - C C - [ - ¥

2167 P121 A G . . . . . . K —=E
2194 P10 A G - - - - - - M= ¥
19 P18 A G . . . . . . D =G
F22T P19 [} . . » . . . A 5 =N
jenlet) Pl41 [ - - - - - - L.

2200 Pl1as A G - '] - - - . [ =V
2451 P215 C L] L] L] . 1 - . P
2480 P225 A i i (5 i iy iy i E = i
260013 P66 G C . . - - - . G = A
2640 P75 G . A . - - - . C =Y
2659 P28s T C . . . . . . W R
) )1 P01 A G . . - - - . E
2710 Pz G . . . . . . A E K
3061 P419 C A - '] - - - . L =1
3z P439 T - [ - - - - - L. —= P
1566 Cl3 L& A L] . - - - . R — K
2046 k] o T T T T T T T A=V
08 Can A G - - . . - - Q
210 cal A G . . - - - . E
213 Clo2 T - - - - - - [ v

2135 Cl03 A G L] L] . . . L] | = W
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Table 2 continued

Nt pos AA pos Ed wrt CAaM AlK Mor Sch E& Eub 47 Al
213 C104 T . . [ C - [ . M — T
2167 Cl13 A G . . . . . . L
21 C122 A G . . - - - . S

2219 C131 A G . . - - - . | — W
222 132 [} L] L] - - - - A A =T
23X C134 C . A . - - - . 5 =Y
2200 C157 A G . . . . . . L

1566 V20 G A . . - - - . K
2045 VEd o T T T T T T T (r
2098 Vag A G . . - - - . [ )
21 Voa A [H - . - - - - I ]
2134 V110 1 L] L] L] - - - C ¥ = H
21135 Vil A G . . . . . . Y o
213 Vill T . . C C - C . Y

2167 vizl A G . . . . . . K S E
21 V130 A G . . - - - . M= ¥
219 V13 A ' . . . - - . DG
x V19 [£] - - - - - - A 5 M
22X V141 C . A . - - - . L.
F200 V1as A G . » . . . » [
2451 V215 C . . . - 1 - - P
2480 V225 A i i ir i i (s i E = i
26013 V266 G C . . - - - . R 5
2629 V275 G . A . - - - . W
659 V285 T C . » . . . » Vo A
M3 - T L] . [} G - - . -

448 M4 T - - [ C - [ - I - T
MET MI17 C L] L] . . T - » 5 =L
3506 M23 C L] [ L] . . . L] P

508 M54 T - C - - - F =5
3619 Mal ( A A A A A b =
627 Mo4 C T - 1 1 - 1 - P s
661 M75 C L] L] T T - - . 5 = F
Jroz ME9 i A A A A A A E—= K
IR68 M144 T . . . . . . C VoA
IREY M151 C . . . - - - A T =N
068 M177 G A . . . . . . M- 1
4013 Mil92 G . . . . . . A ¥

4111 M225 L& 1 L] L] - - - L] B =M
4118 M227 G 1 . . . . . . K N
4292 M2R5 G A . . - - . | = M
4515 - G . . . . . . A _

4536 - L& L] T L] - - - . -

4574 - G . A . . . . . -

A0 - T . - - - - C C -

4611 - C L] T L] . T - » -

4742 - T . . . . . . C -

AT - T - - - - - - C —
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Table 2 continued

Nt pos AA pos Ed wrt CAaM AlK Mor Sch E& Eub 47 Al
4925 - G . . . - - - T -

078 - T o o [ o -

S030 - [ . T - - - - . -
S5180% - T The - . - - - - -
S187* - T The . . . - - . -

5308 - T . . - - - ' » -

5348 - T - - - - [ - " —

5349 - ) . . o o . . -

sS4z - [ T - . - - - - -

=27 - T C L] - - . -

5514 Fia i A o
5613 Fs2 A C . . - - - . Q —+H
5776 F107 A G L] L] - - - . 5 =0
5044 Fla3 G . . A A - - . AT
5950 Fl165 A G . . - - - . [ )
5956 Fl1a7 G . . 3 - - - T A =S
Al F215 A G . . . . . . S

all7 FZx) C L] L] T T - T » 5

aldd F263 A . . (&} (& - i . R — G
75 F 34 [} . . » . . . A G =R
a542 Fia2 C T A - . 5 =Y = F
Hh40 F3o8 T C . . - - - . ¥ +H
ari F417 C A L] . - - - . A =D
6712 F419 C . A . - - - . H — N
G743 F429 [ - - - - - T - T =1
6774 F4x C L] L] . . T - » (]
ak1s F453 C L] T L] - - - L] 5 =L
637 Faid A . T . . . . . 5=
Tl43 - C G . - - - - - -

T3 - T - - [ C - - - -

07 H46 o T T T 5= F
7544 Hoz C . . . . . . T L

7548 H93 C T . . . . . . T =1
T621 H117 C - - A - - . F =L
ThED H133 [ - - - - - - A F L
TT40 H157 T C L] L] - - - . Vs A
T4 H175 G A . . - - - . R — K
T M2 A ( ( (s i (r (z ( A
Bl HZHE) T . . . - C - . VoA
B174 H302 G . C . - - - . G =R
282 H33§ C T A . . . . . P T 5§
ik H455 C A L] L] . . . L] T—=M
Bhal H457 G . A . . . . . P

BT H4T9 T C . . - - - . S

&1 H48) A T T T T T ¥ =N
E721 Ha &4 C . A . . A . A T =N
BTE4 HS505 A G . . - . =G
A0ia H5446 (s A A A - A S =

147
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Table 2 continued

Nt pos AA pos Ed wrt CAaM AlK Mor Sch E& Eub 47 Al
B8 H550 T . . . - - - G 5 = A
45 H502 G A - - . - - . = E
N7 Ha(03 G A . . - - - . G = E
9139 - C - T - - - - . -

LEE - A - T - - T - T —

R T L2 A G . . - - - . [ = WV
9874 L213 G A . . . . . . S =N
93h L2334 A G L] L] - - - . | = N
10225 L33 T - - [ C - - - I =T
10555 L440 A . . . . G . . K =R
10771 L512 1 . . . - - - C VoA
11306 L& A . . . - - - C S
11401 L722 A C . . - - - . Y = 5
11999 Laz2 A . . . - (&} - . 1
12308 L1025 T . . . . . . C 5
12486 L1084 C 1 - T 1 L] 1 . L.
12505 L1060 (&) A - - - - - - B K
12506 L1{500 L& A L] L] - - - . R — K
12521 L1(a5 C . - . - - - A 1
12600 L1123 A . . - - - [ . R
13247 L1338 T C . . - - - . L.
13458 L1408 G . A . - - A T+ A
14066 L1611 C T . . . . . . H
14103 L1623 A . G . - - - . T — A
14179 L164% (&} T . T T - T . M = R
14383 L7 A . . o o o . . = A
14579 LI7&2 A i i ir i i (s i E
14612 L1792 T . . . . C . . S
14630 L1798 G . . A A - - . K
14802 L1886 A (&) - (&} [ - (8] - = N
15038 L1934 T . . . - C - . S
150139 L1935 C . I . . . . . H o ¥
15086 L1950 A » » C C - [ » I
15454 L2073 A L] L& L] - - - L] Q=R
15542 L2102 1 - - C C - - F
15574 L2113 L&} L] L] A A . . L] B — K
15704 L2156 T . . . - - - C 4
15789 - G . A . . - - . -
15795 - C T - - - - - - -
15843 - T - - - - [ - -

Vaceine struins are identified as follows, with their respective GenBank Accession Mumbers: Ed wit = Edmonston wild-type (AFX0E2ZER);
CAM = CAM-TO: (DQ3MSTZL) Sch = Schwarz (AF266291), and Momten stmins {AF266287) share identical genomic sequences; AIK =
ALE-C (AF266286); EZ = Edmonston-Zagreb (AY456084); Rub = Rubeovax (AF266289), C47 = Changchun=47 { AF1 28250). Abbreviations:
Nt pos = nuecleotide positions; AA pos = amino acid positions; AA = amino acids presented as one-letter symbol. Rows in italics represent
mucleotide changes common to all the vaccines, Bold chameters represent nueleotide changes exclusive for CAM-T0 vaccine, * Nucleotide
heterogeneities for CAM-T0 struin; mucleotides in capital letters represent the majority of the population
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Table 3 Companson of measles vaceine struins i terms of nucleatide and amino acid substitutions in relation o the Edmonston wild-ty pe virs

Regions® Vaccine strains”

CaM Sch AlK E¥ Ruh a7 VAC
V-leader 2 2 2 3 % 2 %
M a2 2 11 10 i 21 il
=M-P 2 3 ] ] z [ i
FivIC 14/25 4 6 ya N4 58 iz
P-M= [ 1 [ (] i [ i
M 7 &5 43 44 44 504 32
M-F= 4 2 6 4 4 7 z
I WA S13 /4 200 53 if2 Hi
=H= 1 1 ] ] i [ |
H 13/12 515 w7 515 A4 87 A4
<H-L= ] 0 2 1 il 1 il
L &1 1045 [ bk g Bid i
& terminal 1 0 1 1 i} i i}
Total* THED A2 El T A5 35019 A1 1510
Similarity (%) 99.55% 90.75%: 99.75% 90 8% 90, 78% 90, 74% -

* Regions of the genome are identified in onder inchuding the intergenic spaces

" Vaceine strins are identified as follows, with their respective GenBank Accession Numbers: CAM = CAM-70: DQ345721; Sch = Schwarz
(AF266201), and Moralen struns (AF2062Z8T) share identical genomic sequences: AIK = AIK-C: AFIZ662E6; EX = Edmonston-Zagreh:
AY4E0E4: Rub = Rubeovax: AF26626% C47 = Changehun-47: AFT2E25(0r VAC = changes common to all vaceines; *Values are presented
s the mumber of mucleotide substiiutions followed by the number of amino agd changes in each genomic region
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