
Dr. Hicham Fathi

Directeur Régional Technique & Marketing, Aviculture

Europe, MEA & CIS

Outils moléculaires pour le contrôle 
de la maladie de Gumboro

9eme Journée National Avicole

Le 8 et 9 Novembre, Hammamet - Tunisie



DIAGNOSIS

• Confirmer la présence virus IBDV après un passage ou une suspicion 

(POS/NEG): Detection

• Classification selon le degré de virulence: Typage

– Classique non virulent (cvIBDV)

– Très virulent (vvIBDV)

• Séquençage pour confirmer la classification et s’informer sur le niveau

de parenté entre # virus (classique/vv/variant). Phylogénie

• Séquençage de la souche détecté et comparaison avec «Gen Bank» 

souche référence: % d’homologie VP2 (probabilité).

Diagnostic moléculaire: IBDV 



PROGRAMME HIPRAGUMBORO®

Support technique et DIAGNOS:

PROGRAMME HIPRAGUMBORO®

Manuel de vaccination en eau 

de boisson

Aaccompagnement de notre gamme Gumboro

SEROLOGIE: ELISA et Profile sérologique

Evaluation macroscopique de la bourse



Gumbo Check: service de diagnostic moléculaire 



Country Number reports

1.060

Spain 196

France 113

Poland 111

South Africa 81

Germany 79

Portugal 55

Russia 51

Netherlands 46

Syria 27

Phylippines 23

Mexic 22

Costa Rica 21

Ucrany 21

Bolivia 20

Belgium 19

Peru 17

Venezuela 17

Brazil 13

Colombia 13

Jordania 13

Algeria 12

China 11

Moroco 11

Sudan 9

Dom.Rep. 7

Egypt 6

Greece 6

Panama 6

Guatemala 5

UK 5

Italy 4

Malaysia 4

Romania 3

South Korea 2

Tunisia 2

Uganda 2

Benin 1

Xile 1

Kenya 1

Lybia 1

Pakistan 1

Serbia 1

Vietnam 1

Diagnostique moléculaires IBDV depuis 2002

Echantillon de 43 pays différents de 2015 à 2017 (Diagnos)

Expérience Hipra en diagnostic moléculaire: IBDV 

Russia



1. Prise d’échantillons sur carte FTA.

2. Extraction du matériel génétique .

3. Amplification du matériel génétique IBDV . RT-PCR.

4. Typage du virus. 

Expérience Hipra en diagnostic moléculaire: IBDV 



Echantillonnage sur carte FTA



Echantillonnage sur carte FTA

www.whatman.com

Destruction

capside virale &

paroi bactérienne

Capture 

Matériel génétique

Composé chimique

Pathogènes Mort

Accepté officiellement

comme substance non 

infectieuse

Matériel génétique

stable en Tº 

ambiante

Envoie international facile



• Matériel génétique ds l’échantillon (FTA): 

Broyage + PBS

• Purifier: élimination protéines, Protéase K

• Attachement de l’ARN: Poly A

• Lavage: élimination débris des cellules

• Elution: récupération de l’ARN

Echantillon + Composés chimique

Extraction et purification du matériel génétique



Reverse-Transcription Polimerase Chain Reaction (RT-PCR):

– Détection du génome IBDV

– Technique d’amplification très puissante

– ↑ Rapide et ↑ ↑ Sensitive

– Technique quantitative

Laboratorial diagnosticRT-PCR. Amplification du matériel génétique



Les techniques moléculaires focalisent sur la détection d’une séquence de la portion hypervariable 

du gène VP2, qu’est composé de 345 nucléotides

- Unique

- Conservée

- Information

VP2: La protéine la plus immunogène. Surface du virus

RT-PCR. Amplification du matériel génétique

Séquence de la région variable



Gène VP2: 1368 bp

Amplification partielle: 686 bp (436-1122)

Design des Amorces

Unique pour IBDV

Conservé ds tte les souches IBDV

Fragment hypervariable

RT-PCR. Amplification du matériel génétique



Nucléotides (dNTPs)

Matériel génétique (RNA)

Amorces

Taq Polymérase

Reverse transcriptase

(ARN  ADN)

+

RT-PCR. Amplification du matériel génétique



1 cycle

X 35-40

cycles

686 bp

RT-PCR. Amplification du matériel génétique



• Restriction enzymatique

vvIBDV / No vvIBDV

(Zierenberg)
6 groupes moléculaire (Jackwood)

Typage IBDV 



PCR PRODUCT: 686 nt VP2 gene
Sac I (NoVV): GAGCT’C (2 fragments: 303nt and 383nt)

BspMI (VV): ‘GCAGGT (2 fragments: 388nt and 298nt )

Restriction Enzymatique

Typage IBDV 



383 bp
303 bp

388 bp

298 bp

Enzyme SacI Enzyme BspMI

No vvIBDV vvIBDV

Typage IBDV



Enzyme Sacl Enzyme BspMI

Non Typable

!!??

Mais parfois…

Typage IBDV



Typage IBDV



Typage IBDV



Typage IBDV



Pour obtenir la séquence du nucléotide du fragment amplifier du virus

Séquençage du Génome

Typage IBDV



>31066-6-VP2-NoVVIBDV-SudAfrica-abril2012 VV vsNoVV 

TGACCCCATTCCCGCTATAGGGCTCGACCCAAAAATGGTAGCAACATGTGA

CAGCAGTGACAGGCCCAGAGTCTACACCATAACCGCAGCTGATGATTACCA

ATTCTCATCACAGTACCAAGAAGGTGGGGTGACAATCACACTGTTCTCAGC

AAATATCGATGCCATCACAAGCCTCAGCATCGGGGGAGAACTCGTGTTTCA

AACAAGTGTCCAAAGCCTTATACTTGGAGCTACCATCTACCTTATAGGCTTT

GATGGGACTGAGGTAATCACCAGAGCTGTAGCCGCAGACAATGGGCTAACG

GCCGGCACTGACAACCTTATGCCATTCAATATTGTGATTCCAACCAGCGAGA

TAACCCAGCCAATCACATCCATCAAACTGGAGATAGTAACCTCCAAAAGTG

GTGGTCAGGCGGGGGATCAGATGTCATGGTCAGCTAGTGGGAGCTTAGCAG

TGACGATCCACGGCGGCAACTAT 
BLAST

31066 

South Africa

Typage IBDV



>24782-17-F_Russia_VV/NoVV 
CTTACCCACATCATATGATCTTGGGTATGTGAGACTCGGTGACCCCATTCCCGCTATAGGGCTCGACCCA

AAAATGGTAGCAACATGTGACAGCAGTGACAGGCCCAGAGTCTACACCATAACTGCAGCCGATGATTACC

AATTCTCATCACAGTACCAAGCAGGTGGAGTAACAATCACACTGTTCTCAGCTAACATCGATGCCATCAC

AAGCCTCAGCATCGGGGGAGAACTCGTGTTTCAAACAAGCGTCCAAGGCCTTATACTGGGCGCTACCATC

TACCTTATAGGCTTTGATGGGACCGCGGTAACCACCAGAGCTGTGGCCGCAAACAATGGGCTAACGACCG

GCACTGACAACCTTATGCCATTCAATATTGTGATTCCAACCAGCGAGATAACCCAGCCAATCACATCCAT

CAAACTGGAGATAGTGACCTCCANAAGTGGTGGTCAGGCGGGGGATCAGATGTCATGGTCAGCAAGTGGG

AGCCTAGCAGTGACGATCCACGGTGGCAACTATCCAGGGGCCCTCCGTCCCGTCACACTAGTAGCCTACG

AAAGAGTGGCAACAGGATCTGTCGTTACGGTC 

Souche IBDV atténuée

(By enzyme

restriction analysis)

24782 

Russie

Typage IBDV



>25403_Polonia_VV_no digiere_setembre2011  
CCAACATCAACGACAAAATCGGGAACGTCCTAGTAGGGGAAGGGGTAACCGTCCTCAGCTTACCCACATC

ATATGATCTTGGGTATGTGAGACTCGGTGACCCCATTCCCGCCATAGGGCTCGACCCAAAAATGGTAGCA

ACATGTGACAGCAGTGACAGGCCCAGAGTCTACACCATAACTGCAGCCGATGATTACCAATTCTCATCAC

AGTACCAAGCAGGAGGGGTAACAATCACACTGTTCTCAGCCAATATCGATGCCATCACAAGCCTCAGTAT

CGGGGGAGAACTCGTGTTTCAAACAAGTGTCCAAGGCCTTATACTGGGTGCTACCATCTACCTTATAGGC

TTTGATGGGACTACGGTAATCACCAGAGCTGTGGCCGCAGACAATGGGCTAACGGCCGGCACTGACAACC

TTATGCCATTCAACATTGTGATTCCAACCAGCGAGATAACCCAGCCAATCACATCCATCAAACTGGAGAT

AGTGACCTCCAAAAG 

BLAST
Souche vvIBDV

25403

Pologne

Typage IBDV



Restriction enzymatique.

vvIBDV / No vvIBDV

(Zierenberg)
6 groupes moléculaire (Jackwood)

Séquençage du génome et phylogénie
Donne plus d’information génétique et détecte le réassortiment des 

IBDVs

Typage IBDV



Alignment des nucléotides

Identité des nucléotides / Comparaison

Typage des souches IBDV (classic, vvIBDV, vaccins, variant).

Typage IBDV

Nucleotide sequence. Partial VP2 gene.



Recherche dans les bases de données publiques (GenBank)

Maximum de comparaison et d’identité avec d’autres souches « Publication » 

BLAST.

Typage IBDV
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1-Vaccine strain CH80 93.9 93.5 92.9 92.1 88.5 93.7 92.1 90.6 93.2 99.5 99.5 99.6 94.1 96.2

2-Vaccine strain GM97 94.2 94.0 92.9 92.3 88.7 94.1 92.1 90.6 93.4 96.8 96.8 96.9 94.4 95.8

3-LUKERT (FJ497057) 93.1 92.2 92.3 92.3 88.6 92.2 90.2 90.6 91.5 94.4 94.9 94.7 93.1 94.5

4-Variant E (D10065) 94.1 92.9 95.7 96.6 88.5 93.1 91.3 91.7 92.9 95.5 95.8 95.9 93.9 95.8

5-UK661 (X92760) 98.3 98.6 91.4 90.5 87.5 98.8 96.5 90.3 98.6 93.7 93.8 94.1 98.4 94.1

Identité des Nucléotides parmi le séquençage partiel du gène VP2 obtenu des 

souches terrains et souches de références.

Typage IBDV

Quelques échantillons reçu ds notre labo…… du monde entier



30

L’arbre généalogique  des souches terrain  et référence de IBDV 

Gène VP2. Séquençage nucléique partiel.

Classical

Australian

Variant

Classical

Intermediate

Vaccine

Serotype 2

Typage IBDV: Arbre Généalogique

vvIBDV



48158 48159 49639 49640 50971 50972 50973-2 50973 61180 Classical strainVaccine A Vaccine B Variant strainvvIBDV 

48158 SudAfrica 100.0 91.4 100.0 94.7 94.7 94.5 94.3 96.4 93.2 94.0 94.4 93.9 98.4

48159 SudAfrica 100.0 91.3 100.0 94.7 94.7 94.5 94.3 96.4 93.2 93.9 94.4 93.9 98.4

49639-SudAfrica 91.4 91.3 90.7 88.5 88.5 92.6 92.3 89.8 91.6 91.9 91.9 95.6 90.3

49640-SudAfrica 100.0 100.0 90.7 95.0 95.0 94.4 94.2 96.3 93.1 94.0 94.2 93.9 98.4

50971-SudAfrica 94.7 94.7 88.5 95.0 99.6 91.1 91.2 93.6 90.2 91.3 91.7 91.3 95.0

50972-SudAfrica 94.7 94.7 88.5 95.0 99.6 90.7 90.8 93.6 89.7 91.3 91.3 90.9 95.0

50973-2-SudAfrica 94.5 94.5 92.6 94.4 91.1 90.7 99.8 93.6 94.5 96.2 96.0 95.8 94.1

50973-SudAfrica 94.3 94.3 92.3 94.2 91.2 90.8 99.8 93.4 94.3 96.0 95.5 95.6 93.9

61180-SudAfrica 96.4 96.4 89.8 96.3 93.6 93.6 93.6 93.4 90.4 92.2 92.0 92.5 96.2

Classical strain 93.2 93.2 91.6 93.1 90.2 89.7 94.5 94.3 90.4 94.5 95.0 94.4 91.7

Vaccine A 94.0 93.9 91.9 94.0 91.3 91.3 96.2 96.0 92.2 94.5 96.9 95.2 93.3

Vaccine B 94.4 94.4 91.9 94.2 91.7 91.3 96.0 95.5 92.0 95.0 96.9 95.7 93.8

Variant strain 93.9 93.9 95.6 93.9 91.3 90.9 95.8 95.6 92.5 94.4 95.2 95.7 93.5

vvIBDV strain 98.4 98.4 90.3 98.4 95.0 95.0 94.1 93.9 96.2 91.7 93.3 93.8 93.5

GumboCheck en Afrique du Sud

% d’identité nucléique entre les souches IBDV terrain et souche de références.

Gène VP2.  Séquençages nucléique partiel



Dr. Daral J. Jackwood

Future…..



Dr. Daral J. Jackwood

Future....



DIAGNOSIS

• Confirmer l’ absence de virus terrain dans la bourse avant la 

vaccination:

– Situation épidémiologique

– Système de biosécurité

• Confirmer la présence du virus vaccinale après la vaccination:

– Qualité de la vaccination

– Choix du vaccin adéquat

Outils moléculaires: Contrôle de la vaccination

situation Avant la vaccination 7 jours aprèsla vaccination

1 - -

2 - Virus vaccinale

3 Virus terrain Virus vaccinale

4 Virus terrain Virus terrain



Conclusions

• La combinaison de différentes techniques de laboratoire est nécessaire 

pour le diagnostique et le contrôle du challenge des IBDV.

• Les techniques moléculaires permettent une détection rapide, sensitive 

des IBDV en plus du typage des souches a I’échelle mondiale.

• Peuvent être utilisées pour:

– Diagnostic, surtout pour les formes sub-clinique et immunosuppressive

– Typage du type de virus: cvIBDV, vvIBDV, Variant

– Evaluation de la vaccination: témoin de prise vaccinale

– Evaluation des procédures de nettoyage et désinfection

• Quoique….ces techniques doivent être adaptées continuellement 

pour pouvoir tjrs détecter les nouveaux  réassortiments des 

souches d’ IBDV.



???


