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Resumo

A laringotraqueite infecciosa (LTI) é uma doenca do aparelho respiratério de galinhas que
possui distribuicdo mundial sendo responsavel por grandes perdas econdmicas. Em novembro
de 2010, o Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA) notificou pela primeira vez ao MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento) uma suspeita da doenga no sul do Estado
de Minas Gerais que posteriormente foi confirmada nos municipios Itanhandu, Pouso Alto,
Passa Quatro, Itamonte e Pedralva, pertencentes as Terras Altas da Mantiqueira. Alguns dados
epidemioldgicos foram coletados e realizadas necropsias de aves com sinais clinicos
respiratorios e coletadas amostras de laringe, traqueia, pulmdo, conjuntiva, conchas e seios
nasais, ganglio trigémio e encéfalo de 78 galinhas de granjas de postura comercial da regido
onde ocorreu o surto. Amostras dos mesmos tecidos de 12 galinhas de subsisténcia e suabes
laringotraqueais de outras 21 galinhas dessa regido também foram coletadas. Além disso, foram
coletadas amostras de tecidos de 18 galinhas de outras regides do Estado de Minas Gerais. A
imuno-histoquimica foi realizada em tecidos de 30 das 78 aves de postura comercial utilizando
um anticorpo monoclonal especifico para a glicoproteina gJ do envelope viral. Para a extragdo
de DNA, foram utilizados tecidos fixados em formol e embebidos em parafina das 78 galinhas
de postura comercial, de 8/12 galinhas de subsisténcia, 10/18 galinhas de outras regides do
Estado de MG e também das amostras de suabes laringo-traqueais. A reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) foi realizada utilizando primers que amplificam um produto de 237 pares de
base correspondentes a uma regido diploide invertida do gene ICP4. Duas amostras fixadas e
duas de suabe foram encaminhadas para sequenciamento e alinhadas a outras cepas depositadas
no GenBank. Os sinais clinicos caracterizaram-se por dificuldade respiratdria, tosse, espirros,
secre¢do nasal, por vezes sanguinolenta, apatia e em algumas aves, aumento de volume dos
seios paranasais e da conjuntiva. A mortalidade observada variou de 1% a 6% entre as
diferentes granjas. A necropsia, algumas aves apresentaram laringite e traqueite fibrinosa aguda
difusa moderada; outras apresentaram laringite e traqueite fibrino-necrética (diftérica) aguda
moderada além de formacdo e acimulo de material necrético amarelado obstruindo a laringe.
Foram observadas também lesbes fibrinonecréticas nos seios nasais e conjuntiva. Na
histopatologia, observou-se lesdo caracteristica de LTI em 25/78 (32%) laringes e traqueias,
caracterizadas por hiperplasia e descamacdo do epitélio e fusdo de células epiteliais formando
sincicios contendo corplsculo de inclusdo intranuclear. Em 15/78 (19%) aves observaram-se
celulas sinciciais com corpusculo de inclusdo intranuclear nos seios paranasais €, na conjuntiva
de 24/78 (30%) aves, essas células também foram observadas. Nos pulmdes, observou-se lesdo
caracteristica de LTI em 21/78 (26%) aves. Na imuno-histoquimica, detectou-se marcagdo
positiva no citoplasma de sincicios com corpulsculo de inclusdao e também em algumas células
aparentemente normais nos quatro tecidos testados- laringe/traqueia, conjuntiva, pulmé&o e seios
paranasais. Observou-se maior sensibilidade da PCR no diagndstico de LTI quando comparado
a histopatologia. As estirpes enviadas para sequenciamento tiveram 100% de identidade com
uma estirpe dos Estados Unidos (EU104910.1); 99% com uma da Australia (JN596963.1) e
91% com estirpes vacinais CEO (JN580316.1) e TCO (JN580315.1). O tecido onde se observou
maior incidéncia de lesbes caracteristicas de LTI foi a laringe/traqueia; porém, além de lesbes
na traqueia, observou-se também em varias aves lesdes nos pulmdes, seguidos pelos seios nasais
e conjuntiva. A validagdo da PCR em material fixado em formol e embebido em parafina
oferece a vantagem de permitir o teste em tecidos fixados por formol, que viabiliza estudos
retrospectivos e alternativa de conservacao onde nao ha congelamento adequado. O alinhamento
da sequencia LTI BRASIL/2011/UFMG (KC182579) mostrou algumas diferencas em nivel de
nucleotideos que determinaram também diferencas em nivel de aminoéacidos (mutagfes) quando
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comparada as sequencias das estirpes vacinais TCO e CEO. Porém, sequenciamentos futuros de
regides maiores do gene ICP4 devem ser feitos para determinar se ha correlacdo entre a estirpe
envolvida no surto de LTI no sul de MG e outras estirpes selvagens e vacinais.

Palavras chaves: laringotraqueite infecciosa, herpesvirus, galinhas de postura, histopatologia,
imuno-histoquimica, PCR.
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Abstract

Infectious laryngotracheitis (ILT) is a respiratory disease of chickens that has worldwide
distribution resulting in severe economic losses. In November 2010, the Instituto Mineiro de
Agropecuéria (IMA) notified the MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento)
a suspicion of the disease in the southern state of Minas Gerais, which later was confirmed. The
municipalities involved, included Itanhandu, Pouso Alto, Passa Quatro, Itamonte and Pedralva,
belonging to the Highlands of Mantiqueira. Some epidemiological data were collected,
necropsies of birds with respiratory clinical signs were performed and samples from larynx,
trachea, lung, conjunctiva, turbinates and sinuses, trigeminal ganglia and brain of 78 chickens
from laying hens farms in the area where the outbreak occurred were collected. Samples from
the same tissues from 12 backyard chickens and laryngotracheal swabs from other 21
commercial chickens of this region were also collected. Additionally, tissue samples were
collected from 18 chickens in other regions of the Minas Gerais state. Immunohistochemistry on
30 out 78 tissues from commercial laying hens was performed using a monoclonal antibody
specific for the protein gJ. For DNA extraction, formalin fixed and paraffin embedded (FFPE)
tissues from 78 commercial laying hens, eight backyard chickens and chickens from other
regions of Minas Gerais state were used. Also, laryngotracheal swabs were made and used for
DNA extraction. Later, polymerase chain reactions (PCR) were made using primers that amplify
a product of 237 base pairs corresponding to a region of reversed diploid gene ICP4. Two FFPE
and two swabs samples were sent for sequencing and aligned to other strains deposited in
GenBank. Clinical signs were characterized by difficulty breathing, coughing, sneezing, nasal
discharge, sometimes bloody, apathy and in some birds, swelling of the sinuses and conjunctiva.
Mortality varied from 1% to 6% between different farms. At necropsy, some chickens had
diffuse moderate acute fibrinous laryngitis and tracheitis; others had acute laryngitis and
tracheitis fibrino-necrotic (diphtheric membrane) or formation and accumulation of yellowish
necrotic material obstructing the larynx. Fibrinonecrotic lesions were also observed in the
sinuses and conjunctiva. Histopathology revealed lesions characteristic of ILT in 25/78 (32%)
larynx and trachea, characterized by hyperplasia and desquamation of the epithelium and fusion
of epithelial cells forming syncytia containing intranuclear inclusion body. In 15/78 (19%) birds
were observed syncytial cells with intranuclear inclusion body in the paranasal sinuses, and in
24/78 (30%) birds these cells were also observed in the conjunctiva. In the lung, 21/78 (26%)
birds had ILT characteristic lesions. In the immunohistochemistry, positive marker was detected
in the cytoplasm of syncytia cells, which inclusion body cells were visualized and also in some
no syncytial cells of the four tested tissues. For PCR test, we observed a higher sensitivity for
the diagnosis of ILT compared to histopathology. Samples sent for sequencing had 100%
identity with United States (EU104910.1) strain, 99% with Australia (JN596963.1) strain and
91% with vaccine strains CEO (JN580316.1) and TCO (JN580315.1) strains. The tissue with
more incidences of ILT characteristics lesions was the larynx/trachea. Nevertheless, lesions also
were observed in the lungs and sinuses followed by conjunctiva. Validation of PCR on FFPE
tissues offers the advantage of allowing the test tissue fixed by formalin, which enables
retrospective and conservation alternative where there is no appropriate freezing. The sequence
alignment of ILT BRASIL/2011/UFMG (KC182579) showed some differences in nucleotide
that determined differences in the level of amino acid sequences (mutations) compared to the
TCO and CEO vaccine strains. However, future sequencing of larger regions of the ICP4 gene
should be made to determine if there is relation between the strain involved in the outbreak in
southern LTI MG and other wild and vaccine strains.

Keywords: infectious laryngotracheitis, herpesvirus, laying hens, histopathology,
immunohistochemistry, PCR.
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1. Introducao

A laringotraqueite infecciosa (LTI)
¢ uma doenca viral do trato respiratério de
galinhas que possui distribuicdo mundial
sendo responsdvel por grandes perdas
econdmicas. A doenga ocorre em areas
onde ha intensa producdo avicola epode
resultar em grandes perdas econdmicas
causadas pela queda na producdo de ovos,
pelo aumento da mortalidade, pela perda de
peso e predisposicdo a outras doencas
respiratorias. Com a ocorréncia da doenca,
hd restricio quanto ao trénsito e
comercializacdo das aves afetadas, o que
resulta em maiores perdas econdmicas
(Humberd et al., 2002; Oldoni et al., 2009).

As principais fontes de infeccdo do
agente da LTI sdo as aves portadoras do
virus selvagem ou aves vacinadas com
vacinas  vivas-atenuadas. Um  fator
agravante em relacdo a LTI é a capacidade
do virus de permanecer em estado de
laténcia no hospedeiro, com sitios
demonstrados por PCR, principalmente nos
ganglios trigémeos (Williams et al., 1992).

A forma aguda é caracterizada por
sinais respiratorios como tosse, dispnéia,
espirros, descarga nasal, conjuntivite e
expectoracdo  de  exsudato muco-
sanguinolento  (Humberd et.al., 2002;
Chacon et al., 2007). A forma moderada ou
subaguda, mais freqlientemente encontrada,
manifesta-se por conjuntivite, edema dos
seios nasais, traqueite, estertores suaves e
descarga nasal persistente (Moreno et al.,
2010). As aves afetadas pela forma mais
virulenta apresentam historico, sinais
clinicos e lesbes na traquéia altamente
caracteristicos da doenca, porém a forma
mais branda pode se tornar indistinguivel de
outras doengas respiratorias (Chacén et al.,
2007). As vias de eliminagdo do virus séo
as secrecdes oronasais e tem inicio de seis a
oito dias apo6s infeccdo (Purcell e McFerran,
1969).

Em novembro de 2010, o Instituto
Mineiro de Agropecuario (IMA) notificou

pela primeira vez ao MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento)
uma suspeita da doenca no sul do Estado de
Minas Gerais. Logo ap6s a notificacdo pelo
veterinario responsavel, as granjas foram
interditadas pelos veterinarios do servigo
oficial ligados ao IMA. Amostras teciduais
foram coletadas e a infeccdo das aves pelo
virus da laringotraqueite  infecciosa
(GaHV1) foi confirmada pelo isolamento
viral e PCR em tempo real. A confirmacéo
por meio desses testes foi realizada no
Laboratorio Nacional Agropecuario
(LANAGRO) de Campinas, Sao Paulo.
Dentre os municipios envolvidos, tem-se
Itanhandu, Passa Quatro, Pouso Alto,
Itamonte e Pedralva. Assim, torna-se
importante o estudo desta doenga quanto as
caracteristicas macroscopicas e
histopatoldgicas associadas a caracterizagdo
viral, 0 que ira contribuir para seu controle.

2. Revisdo de literatura

2.1 Historico

A doenca foi descrita pela primeira
vez por MAY e TITTSLER em 1925, e
recebeu de Graham et al. (1931) a
denominacédo de laringotraqueite infecciosa
aviaria, pois anteriormenteera denominada
como “bronquite infecciosa” (Beach, 1926).
A etiologia viral foi demonstrada pela
primeira vez por Beaudette em 1937.

No Brasil, a primeira descri¢cdo de
isolamento e identificagdo do virus da LTI
foi em 1974 por Hipolito et al. No final de
2002, ocorreu um surto de laringotraqueite
caracterizada por sinais clinicos
respiratérios, diminuicdo da producdo de
ovos e aumento da mortalidade em granjas
comerciais na regido de Bastos no Estado
de S&o Paulo (Chacon et al., 2007).
Villareal et al. (2004) publicaram pela
primeira vez a identificacdo do virus e
posterior sequenciamento de uma regido do
genoma do virus da LTI na regido de Bastos
em S&o Paulo. Foi feito um estudo sobre as
estirpes envolvidas no surto, e a estirpe
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vacinal do tipo CEO foi detectada em duas
amostras (Chacon et al., 2010). Em 2004,
Beltrdo et al. publicaram um estudo em que
foi detectado o virus da LTI nas regides Sul
e Sudeste do pais, utilizando-se como
métodos de diagndstico o isolamento viral,
a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
e a histopatologia.

2.2 Etiologia

O virus da laringotraqueite
infecciosa GaHV1 ¢ classificado como um
membro do género lltovirus, pertencente a
familia Herpesviridae e a subfamilia
Alphaherpesvirinae. Taxonomicalmente, o
virus é identificado como  Gallid
herpesvirus 1 (Guy &Garcia, 2008). As
particulas do virus da LTI séo
morfologicamente similares as do herpes
simplex humano, e conttm um
nucleocapsideo hexagonal de 80-100 nm de
didmetro e um envelope, conferindo ao
virus um didmetro total de 195-250 nm
(Watrach et al., 1963). O virus é sensivel a
cloroférmio e éter, e é inativado pelo calor
guando exposto a 38°C por 24 horas
(Fitzgerald & Hanson, 1963; Meulemans &
Halen, 1978; Giambrone et al., 2008).

O DNA gendmico consiste em uma
molécula de fita dupla linear de 155 kb
composta por uma regido Gnica longa (UL)
de 120 kb e uma curta (UR) de 17 kb
circundadas por duas repeticBes invertidas
de 9 kb cada uma (Johnson et al., 1991). As
glicoproteinas virais sdo responsaveis pelas
respostas imune humoral e celular do
hospedeiro, e as principais sdo as de peso
molecular 205, 160, 115, 90 e 60k (York &
Fahey, 1987). O virus infecta a célula ao se
ligar aos receptores de membrana,
ocorrendo posteriormente a fusdo do
envelope com a membrana celular. Desta
forma, o nucleocapsideo vai para o
citoplasma e € transportado até a membrana
nuclear. Em seguida, o DNA viral migra
pelos poros da membrana nuclear e inicia a
transcicdo e replicacdo no nucleo da célula.
As novas particulas formadas saem da

célula ao lisa-la ou por fusdo a membrana
citoplasmética e posteriormente exocitose
(Guy & Garcia, 2008).

2.3 Epidemiologia

A LTI apresenta distribuicdo
geografica cosmopolita e sua ocorréncia foi
comprovada em paises como EUA (Beach,
1926), Australia (Pulsford, 1961), Itélia
(Moreno et al., 2010), Inglaterra (Hughes et
al., 1991) e Brasil (Hipdlito et al., 1974).

Os hospedeiros priméarios sdo as
galinhas, mas outras espécies podem ser
infectadas, como faisdo, pavdo (Crawshaw
e Boycott, 1982) e peru (Winterfield e So,
1968). Portz et al. (2008) descreveram pela
primeira vez a infeccdo natural pelo virus
da LTI em perus, confirmada pelas técnicas
de nested-PCR, microscopia eletrdnica,
isolamento  viral e imunoflorescéncia
indireta.

A transmissdo do virus da LTI
ocorre principalmente pelo contato direto
de aves doentes e as vias de infec¢do sdo o
trato respiratério superior e via ocular
(Beaudette, 1937). Outra forma importante
de transmissdo do virus é a indireta pelo
contato com fomites e cama contaminados.
Kingsbury & Jungherr (1958),
demonstraram a disseminagdo do GaHV1
atribuida a pessoas e o descuido com a
desinfeccdo de roupas, além de animais
como outras aves e pequenos mamiferos.

2.4 Patogenia

O virus se replica no epitélio da
traqueia, laringe, seios nasais, conjuntiva,
sacos aéreos e pulmdes (Guy & Garcia,
2008) e pode ser detectado na traqueia e na
secrecdo traqueal por 6 a 8 dias apo6s a
infeccdo (Bagust, 1986). Por se tratar de um
herpesvirus, o virus da LTI permanece em
estado de laténcia no hospedeiro, sendo o
sitio principal o ganglio trigémio (Williams
et al, 1992). Hughes et al. (1989)
demonstraram re-excrec¢do do virus em aves
com infecgdo latente submetidas a estresse
como re-alojamento e pico de postura.
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O periodo de incubacédo da doenga é
de seis a doze dias para infeccdo natural
(Kernohan, 1931). Ja em inoculacdo
experimental intratraqueal, o periodo de
incubacéo é de dois a quatro dias (Benton et
al., 1958).

2.5 Sinais clinicos

A LTI causa doenca respiratoria
aguda e os sinais clinicos geralmente
observados sdo descarga nasal, tosse,
espirros, dispnéia e conjuntivite (Kernohan,
1931). Em casos de doenca severa,
expectoragdo de muco sanguinolento
também pode ser observado. O curso da
doenca varia com a severidade das lesdes,
podendo as aves se recuperarem de dez a
quatorze dias (Beach, 1926).

As formas mais graves da doenca
cursam com alta morbidade, podendo
chegar a 100%; e a mortalidade nesses
casos pode chegar a 70% (Seddon & Hart,
1935). Ja as formas mais brandas da doenca
resultam em morbidade abaixo de 5% e
mortalidade de até 2% (Cover & Benton,
1958).

2.6 Macroscopia

As lesBes macroscopicas Sao
observadas mais frequentemente no trato
respiratério superior, em especial na laringe
e traqueia, e variam de acumulo de muco
nos casos mais brandos (Linares et al.,
1994; Timurkaan et al., 2003) e
laringite/traqueite  fibrino-necrética  nos
casos mais graves (Purcell & McFerran,
1969).  Pode-se  observar  também
conjuntivite  (Linares et al., 1994).
Snoeyenbos et al. (1971) observaram
pneumonia e aerossaculite causadas pelo
virus da LTI, e Purcell e McFerran (1969)
reproduziram a doenca por aerossol e
também  observaram essas alteracOes
associadas a laringite/traqueite.

2.7 Lesdes histoldgicas

As alteracdes microscopicas variam
de acordo com a fase da doenca. Hayashi et
al. (1985) observaram um dia ap6s a

infeccdo pelo virus da LTI hipertrofia e
hiperplasia das células globosas da traqueia,
além de degeneracdo dos cilios e infiltrado
linfocitico associado a hiperemia da
submucosa. No terceiro dia ap6s infeccao,
observou-se fusdo das células epiteliais da
traqueia formando grande sincicios com
corpisculo  de inclusdo intranuclear.
Timurkaan et al. (2003) relataram
degeneracdo, necrose e descamacdo da
mucosa da laringe e traqueia entre o terceito
e quinto dia ap6s infeccdo. Observaram
também exsudato contendo restos de
células epiteliais, heterofilos e hemécias no
limen da laringe, traqueia e cavidade nasal.
Corpusculos de inclusdo geralmente estdo
presentes apenas nos estagios iniciais (de 1-
5 dias) e desaparecem conforme a
progressdo da doenca devido a necrose e
descamacdo das células epiteliais. Este
corpusculo de inclusdo € resultado da
atividade bioquimica de replicacéo viral no
nucleo da célula (Reynolds et al., 1967).

2.8 Diagnostico

O diagndstico da LTI é baseado nos
sinais clinicos, alteragdes histolgicas e
detecc¢do do agente etiolégico, podendo este
ultimo ser feito através de isolamento viral,
imunoflorescéncia  direta, técnicas de
hibridizacdo de DNA e técnicas da Reagdo
em Cadeia pela Polimerase (PCR) (Beltrdo
et al., 2004). Na fase aguda, o diagnostico
definitivo pode ser obtido apenas com a
histopatologia  pela  observacdo  do
corpusculo de inclusdo intranuclear nas
células sinciciais, uma vez que essa
alteracdo é patognomoénica para a doenga.
Se as aves ndo forem vacinadas, pode-se
ainda fazer uso de métodos indiretos para o
diagndstico, como deteccdo de anticorpos
por imunodifusdo em gel de agar (IDGA),
imunofluorescéncia indireta (IFI) (Adair et
al., 1985), virus-neutralizagdo (VN)
(Burnet, 1936) e ELISA (Meulemans &
Halen, 1982).
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2.9 Controle

H& dois tipos de vacinas vivas-
atenuadas utilizadas para controle de LTI:
vacina atenuada por passagens sequlenciais
em ovos embrionados (CEO) (Samberg et
al., 1971) e a vacina gerada apés multiplas
passagens em cultura de células (TCO)
(Gelenczei e Marty, 1964). Estas vacinas
tem se mostrado bastante efetivas,
principalmente a do tipo CEO, produzindo
boa protecdo a ave (Han & Kim, 2003).
Hughes et al. (1991) demonstraram que o
virus vacinal é capaz de ficar latente na ave
vacinada e de ser reativado, sendo
eliminado de forma intermitente para o
ambiente. Assim, foram desenvolvidas
vacinas recombinantes utilizando-se como
vetores 0 poxvirus e 0 herpesvirus dos
perus, e ja estdo sendo comercializadas.
Essas vacinas tém como caracteristica a
auséncia de infeccdo latente e de reverséo
de patogenicidade. A protecdo induzida por
essas vacinas recombinantes tem-se
mostrado parcial e menos efetiva que as
vacinas vivas atenuadas (Johnson et al.,
2010). Associado a vacinagdo, é de extrema
importancia que se tome medidas de
biosseguranga para evitar a disseminagéo
do virus e na prevencdo de novos casos
(Kingsbury & Jungherr, 1958)

3. Objetivos

- Estudar o surto de laringotraqueite
infecciosa no sul de Minas Gerais quanto
aos sinais clinicos, lesdes macroscépicas e
histoldgicas.

- Padronizar técnica de PCR convencional
utilizando tecido fixado em formol e
embebido em parafina com primer
especifico para uma regido do gene ICP4

- Padronizar a técnica de IHQ para
diagndstico de LTI como uma ferramenta
complementar

- Sequenciar a estirpe envolvida no surto e
compara-la com outras estirpes ja
publicadas.

4. Material e métodos

4.1 Localizacéo

As amostras analisadas neste estudo
sdo procedentes de granjas de postura
comercial localizadas na regido da Serra da
Mantiqueira no sul de Minas Gerais, nas
cidades Itanhandu, Itamonte, Passa Quatro
e Pouso Alto (Figura 1). A regido localiza-
se a aproximadamente 450 km de Belo
Horizonte. Nesta regido estd concentrada a
maior produgdo de ovos do Estado, com 32
granjas e uma populagdo aproximadamente
10.000.000 de aves. As granjas sao
divididas em média em 15 galpGes, sendo
as aves divididas entre 17 e 95 semanas de
idade. Algumas granjas sdo automatizadas e
com criacdo em varios andares. A producéao
de ovos nessa regido representa mais de
11% da produgdo nacional, sendo Minas
Gerais 0 segundo maior produtor do pais.
Além dessas cidades, foram coletadas
também amostras de Pedralva, onde se
concentram granjas de recria que possuem
vinculo com as granjas de postura.

Foram coletadas também amostras
de aves de subsisténcia em residéncias
proximas as granjas comerciais dessa
regiao.

Amostras de aves de postura foram
coletadas também de outras regides de
Minas Gerais, como 0 municipio de
Curvelo, Prados, Itabira, Rio Pomba e Para
de Minas (Figura 2).
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As amostras coletadas foram
processadas no setor de Patologia, do
Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Escola de Veterinaria da
UFMG, em Belo Horizonte, Minas Gerais

4.2 Historico

Em novembro de 2010, ocorreu um
surto de doenca respiratoria na regiao sul de
Minas Gerais que levou a queda da
producdo de ovos e aumento da
mortalidade. Os sinais clinicos apresentados
pelas aves, bem como as lesGes
macroscopicas, sugeriram tratar-se de um
surto de Laringotraqueite infecciosa.
Responsaveis  técnicos das  granjas
notificaram a suspeita ao IMA (Instituto
Mineiro de Agropecuaria) que
posteriormente  notificou ao MAPA
(representado pela  Superintendéncia
Federal de Agricultura no Estado de Minas
Gerais — SFA —-MG). Imediatamente foram
tomadas medidas de controle como
interdicdo das granjas afetadas e coleta de
material para a confirmacdo da suspeita.
Foram coletados suabes de traqueia, soro, e
cabeca com a traqueia das aves doentes e
enviados ao LANAGRO (Laboratdrio
Nacional Agropecuéario) de Sao Paulo, no
qual foi confirmado o surto de LTI pela
PCR. Os cinco municipios envolvidos no
surto foram: Itamonte, Itanhandu, Passa
Quatro, Pouso Alto e Pedralva. As granjas
permaneceram em vistoria constante para
verificar o aparecimento de sinais clinicos,
e medidas de controle do trénsito das aves e
excretas foram tomadas para conter o surto.
Foi autorizada pelo MAPA em 24 de maio
de 2011 a vacinagdo das aves de postura
com vacina recombinante para controle do
surto, associada a  medidas de
biosseguranca. A vacinacdo com a vacina
recombinante foi iniciada em agosto de
2011, acompanhada pelo servico veterinario
oficial do IMA.

4.3 Aves
A linhagem das galinhas de postura
comercial estudadas é Hy Line, e foram

coletadas amostras em diferentes fases de
producdo:
e [Fase de pré-postura: de 16 a 18
semanas de idade;
e Fase de postura: de 19 a 70
semanas de idade, sendo o pico
entre 28 e 35 semanas de idade.

4.4 Coleta de material

Na época do surto, em novembro de
2010, foram coletadas amostras de tecidos
respiratorios e conjuntiva de 4 aves com
sinais clinicos de LTI por veterinarios do
MAPA e fixadas em formol a 10%. Esse
material foi enviado ao laboratorio de
Patologia da UFMG em abril de 2011 e
incluido no estudo.

Em margo de 2011, foi realizada
uma visita as principais granjas envolvidas
no surto de LTI para observagdo de sinais
clinicos, coleta de material e de dados
epidemioldgicos. As aves com sinais
clinicos respiratérios foram eutanasiadas de
acordo com as normas do Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFMG
(CEUA-  204/11) e  necropsiadas,
totalizando 14 aves nesse periodo. Os sinais
clinicos, bem como as lesdes
macroscopicas, foram  registrados e
amostras de laringe, traqueia, pulméo,
conchas e seios paranasais, conjuntiva,
ganglio trigémio e encéfalo foram coletadas
e fixadas em formol a 10%.

Durante o0 ano de 2011, veterinarios
do IMA enviaram ao laboratério de
Patologia da UFMG tecidos fixados em
formol coletados de aves com sinais
respiratorios de granjas envolvidas no surto
de LTI, totalizando 34 aves.

Em fevereiro de 2012, nova visita
foi feita as granjas da regido da Serra da
Mantiqueira e coletados dados e amostras
de mais 23 aves de postura com e sem
sinais clinicos de LTI. Foram coletados
também suabes laringotraqueais de quatro
granjas, fazendo-se um pool de 10 aves de
cada. Na mesma ocasido, foram coletados
suabes laringotraqueais de 21 galinhas de
subsisténcia em residéncias proximas as
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granjas envolvidas no surto de LTI e,
destas, tecidos respiratorios e conjuntiva de
12 galinhas para verificar se o virus esta
presentes nessas aves.

Foram incluidas no estudo amostras
de 18 galinhas de outras regides do Estado
de Minas Gerais que faziam parte da rotina
de diagnostico do laboratdrio de Patologia
da Escola de Veterindria da UFMG no ano
de 2012 para verificar a presen¢a ou ndo do
GaHV1.

4.5 Histopatologia

Amostras de laringe, traqueia,
pulmdes, conjuntiva, conchas nasais,
encéfalo e ganglio trigémio foram coletadas
e fixadas em formalina tamponada a 10%.
Apoés 48h, as amostras foram transferidas
para recipientes contendo alcool 70% até o
processamento. Amostras de  quatro
galinhas coletadas pelos veterinarios do
MAPA na ocasido do surto permaneceram
por cinco meses no formol, e somente ap6s
esse periodo foram transferidas para o
alcool 70%. Cento e oito aves foram
analisadas pela histopatologia. As amostras
foram processadas rotineiramente para
histopatologia, incluidas em parafina,
cortadas em secgdes de 4um de espessura,
coradas pela hematoxilina e eosina e
avaliadas a microscopia de luz clara. A
laringe e a porcéo cranial da traqueia foram
cortadas transversalmente, enquanto que a
parte caudal da traqueia foi cortada
longitudinalmente a fim de possibilitar a
identificacdo das por¢fes no momento da
analise ao microscépio.

4.6 Amostras de suabes

Foram coletadas amostras de suabes
laringotraqueal em  quatro  granjas
comerciais em Itanhandu e de 21 aves de
subsisténcias em residéncias proximas as
granjas em fevereiro de 2012. Das aves das
granjas de postura comercial, foi feito um
pool de suabes de 10 aves com sinais
respiratorios em cada granja, colocados em
meio de transporte adequado (meio
contendo infusdo de cérebro e coracdo

bovino acrescidos de antibidticos e
antiflngicos), resfriados e posteriormente
congelados a -20°C. Das aves de
subsisténcia, os suabes foram individuais e
0 procedimento utilizado foi 0 mesmo.

4.7 Imuno-histoquimica

Entre as 78 aves de granjas
comerciais do sul de Minas Gerais, foram
selecionadas 30 para realizacdo de
imunoistoquimica (IHQ) segundo Tadese et
al. (2007) com modificagOes. Brevemente,
foram feitos cortes de 4um de espessura e
colocados em  ladminas  adesivadas
(Starfrost®). As laminas foram mantidas
por 15 minutos em estufa a 60°C, e
colocadas duas vezes em xilol por 15
minutos cada para desparafinizagéo.
Posteriormente, foi feita a hidratacdo dos
cortes em diluigdes crescentes de alcool
etilico por 5 minutos cada. A recuperacdo
antigénica foi feita com calor umido em
banho-Maria a 98°C por 20 minutos em
solucéo de tampéo citrato! (Target retrieval
solution concentrated 10X, S1699-1, Dako,
Carpinteria-CA, Estados Unidos). O
bloqueio da peroxidase enddgena foi feito
com perdxido de hidrogénio a 3% diluido
em metanol por 15 minutos. O bloqueio de
ligagdes inespecificas foi feito com leite em
p6 desnatado diluido em PBS por 30
minutos. Foi utilizado um anticorpo
monoclonal2  (Clone  1gG2b, Rural
Technologies, Inc. Brookings, SD- Estados
Unidos) especifico para proteina gJ do virus
da laringotraqueite infecciosa presente no
citoplasma das células epiteliais infectadas
com diluicdo de 1/25. Como anticorpo
secundario foi utilizado o kit streptavidina-
biotina da DAKO®), e a revelagdo foi feita
com diaminobenzidina (Sistema substrato
DAB, Spring Bioscience). A contra-
coloracdo foi feita com hematoxilina por 4
segundos e posteriormente os cortes foram
desidratados e montados com laminulas em
balsamo.

4.8 Extracdo de DNA
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Os tecidos fixados e parafinizados
individualmente provenientes das 78 aves
de granjas comerciais do sul de Minas
Gerais, de oito das 12 aves de subsisténcia e
10 das 18 aves de outras regides do Estado
foram seccionados em 20 cortes de cinco
micrémetros de espessura, colocados em
microtubos e desparafinizados com xilol
para extracdo de DNA. Os cortes foram
feitos a essa espessura para facilitar a
digestdo pela proteinase K durante a
extracdo de DNA. Foi utilizado o kit
QlAamp DNA da Qiagen®, de acordo com
as especificacOes do fabricante.

Para as amostras de swab traqueal, foi
realizada extracdo de DNA segundo Boom
et al. (1990) com modificacBes.
Brevemente, pipetaram-se 200ul do swab
traqueal e acrescentaram-se 300ul de Nal
para rompimento da parede celular.
Utilizaram-se ~ 40ul  de  silica e
posteriormente foram feitas 3 lavagens com
etanol-wash. Para eluicdio do DNA,
utilizaram-se 50pl de tampéo tris-EDTA.
Imediatamente ap0s a extracdo de DNA, foi
feita dosagem no nanodrop (Nanodrop ND-
1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE,
U.S.A.) e as amostras foram congeladas a -
80°C.

4.9 Reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR)

O DNA extraido das amostras de
parafina e swab foram submetidas ao teste
de reacdo em cadeia pela polimerase. Os
nucleotideos iniciadores utilizados foram
5’- CCTTGGTTCGGGATGAAACC-3’
foward e 5’-
TTCATTACCTCCAGCGGTTCC-3’
reverse gerando um produto de 237 pares
de base correspondente a uma regido
diploide do gene ICP4 do virus da LTI,
delineado e cedido pelo pesquisador da
USDA (United States Department of
Agriculture) Dr. Stephen Joseph Spatz. A
reacdo de PCR foi feita com o PCR Master
Mix da Promega de acordo com o
fabricante para um volume de 25pl,
utilizando-se uma quantidade de amostra

em torno de 200ng e 0,02 nmol de cada
primer. Utilizou-se o seguinte programa
para amplificacdo: 4 minutos a 94°C para
denaturacdo; 35 ciclos de 20 segundos a
94°C, 40 segundos a 54°C e 1 minuto a
72°C. O produto foi analizado pelo sistema
de eletroforese em cuba horizontal em gel
de agarose a 1,5% contendo 1X de tampé&o
tris-borato-EDTA e 2ul de brometo de
etidio a 130V por 40 minutos. A
visualizacdo dos fragmentos amplificados
foi feita por transiluminacdo do gel em luz
ultravioleta. O tamanho dos fragmentos
amplificados foi comparado a um padréo de
peso molecular (LowRanger 100bp DNA
Ladder- Norgen®) disposto no gel
juntamente com as amostras analisadas.
Como controle negativo da reacdo, foram
utilizados os primers juntamente com o
PCR Master Mix e agua ultrapura.

Para estabelecer o limiar de deteccdo do
DNA da reacéo (teste de sensibilidade dos
primers), foi selecionada uma amostra
positiva e realizadas 4 dilui¢bes seriadas, no
fator 10, variando de 200ng/pl até 0,1ng/pl.
O mesmo protocolo foi utilizado para
analise final dos fragmentos amplificados
em gel de agarose.

Para controle interno (viabilidade e
gualidade do DNA), as amostras negativas
foram testadas por um oligonucleotideo
actina beta, com primers de seguintes

sequéncias: (5°-
AGAGGCTCCCCTGAACCCCAAAGC-
3%) e (5-

CTGGATGGCTACATACATGGCTGG-
3’) de acordo com Ecco et al. (2011).
Quando a  amostra testada resultava
negativa, novas extracdes e controles foram
realizados.

Na tabela abaixo (Tabela 1) esta o
nimero de aves as quais foram coletadas
amostras fixadas em formol e embebidas
em parafina analizadas pela histopatologia,
IHQ e PCR. De cada ave foram analisados
cinco tecidos pela histopatologia e quatro
teidos pela IHQ e PCR.
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Tabela 1. Namero de aves cujas amostras foram fixadas em formol e embebidas em parafina analisadas
pelas técnicas de histopatologia, IHQ e PCR

Histopatologia IHQ PCR
Aves de postura

comercial da regido do 78 30 78

surto de LTl em MG
Aves de subsisténcia da 12 0 8
regido do surto de LTI

em MG

Aves de outras regifes 18 0 10

do Estado de MG
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4.10 Sequenciamento de DNA

Duas amostras de swab e duas
amostras de tecido fixado em formol e
embebido em parafina de trés granjas
positivas para LTI na PCR foram enviadas
ao  Laboratério de  Genética do
Departamento  de  Zootecnia/Medicina
Veterinaria Preventiva (INCT-IGSPB) para
realizacdo de sequenciamento de DNA pela
Valid Biotechnology. Dois pl do amplicon
de cada amostra foram pipetados em tubos
de 1,5 ml juntamente com 0,5 pl (0,005
nmol) de primer (foward e reverse
separadamente) e 5ul de &gua ultrapura,
totalizando 7,5 pl em cada tubo. As
sequéncias foram determinadas pelo
método ABI Tag DyeDeoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit de acordo com o
fabricante (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, U.S.A) e utilizando o aparelho
ABI 3130 (Applied Biosystems®) por
eletroforese  capilar. As reagcfes de
sequenciamento foram realizadas com um
passo inicial de desnaturacdo a 96° C por 1
min; 30 ciclos 96° C por 15 s, 50° C por 15
s e 60° C por 4 min; finalizando em um
Gltimo passo a 8° C indefinidamente
(Programa SegDNA). A seguir, o produto
desta reacdo foi precipitado com 40 ul de
isopropanol a 65%, incubado a temperatura
ambiente no escuro por 30 minutos e
centrifugado a 14.000 rpm por 45 minutos.
O sobrenadante foi removido, acrescentou-
se 500 pL de etanol 60% (Merck),
centrifugou-se a 14.000 rpm por 10 minutos
e o precipitado foi secado na estufa a 95°C
por 5 minutos. As sequencias foram
analisadas usando o software SeqScape®
v2.5 e identificadas através de busca na
base de dados no GenBank utilizando a
plataforma BLASTn. O software MEGA
5.0 foi utilizado para alinhamento e
comparagdo das sequencias de nucleotideos
da amostra fixada em formol e da amostra
dos swabs com a amostra dos Estados
Unidos nimero de acesso no GenBank de
EU104910.1; com ILTV JN596963.1
Austrélia; com ILTV JN580316.1 (Gallid
herpesvirus 1 cepa vacinal CEO) e com

JN580315.1 (Gallid herpesvirus 1 cepa
vacinal TCO).

5. Resultados
5.1 Epidemiologia

Oito granjas de postura comercial
envolvidas no surto de LTI foram incluidas
neste estudo. Em trés granjas observou-se
queda significativa na producdo de ovos.
Em duas dessas granjas observou-se falha
na biosseguranca, pois outros tipos de aves,
até mesmo mamiferos como gatos, tinham
acesso as granjas. Em uma granja com um
galpéo de 97.000 aves, a taxa de morbidade
chegou a aproximadamente 2% e a de
letalidade 1,8%. Em todas as granjas
acometidas a taxa de mortalidade
aumentou, chegando em média a 3%.
Porém, em outra granja, particularmente em
um galpdo com aproximadamente 100.000
aves, a taxa de mortalidade chegou a 10%.
O aumento na mortalidade (3% a 9%) foi
relacionado a restricbes na remogdo e
transporte de galinhas, esterco e abate
sanitario das galinhas doentes.

5.2 Sinais clinicos

As galinhas de postura comercial
acometidas apresentaram sinais clinicos
respiratorios como tosse e espirros, além de
aumento de volume dos seios paranasais e
secrecdo nasal, por vezes sanguinolenta. As
galinhas que estavam na fase subaguda da
doenca apresentaram intensa dificuldade
respiratéria e permaneciam com o0 bico
aberto e  esticavam 0  pescogo
caudodorsalmente e vocalizavam ao tentar
respirar (Figuras 5 e 6). Foram observados
também apatia, diminuicdo da producdo de
0vos, conjuntivite e cianose. Os sinais
clinicos foram observados principalmente
nas aves de 19 a 35 semanas de idade.

Ndo foram observados sinais
clinicos nas galinhas de subsisténcia e de
outras regites do Estado.

5.3 Lesdes macroscopicas
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A necropsia das galinhas de postura
comercial, observaram-se lesdes
principalmente na laringe, traqueia, seios
nasais, paranasais e conjuntiva. Algumas
traqueias apresentaram apenas hiperemia da
mucosa e acumulo moderado de muco,
caracterizando uma traqueite aguda difusa
moderada. Contudo, varias traqueias
apresentaram a mucosa moderadamente
espessada com  membrana  branco-
amarelada fridvel (fibrina) fracamente
aderida, predominantemente na porgéo
cranial envolvendo também a laringe,
caracterizando uma tragqueite e laringite
fibrino-necrética aguda moderada. Em
algumas traqueias, observou-se acimulo de
muco sanguinolento caracterizando uma
traqueite hemorragica aguda moderada. Em
casos subagudos a cronicos, observou-se
acumulo de material caseoso amarelado na
porcdo cranial da traqueia, ocluindo a
laringe (Figura 7).

Nas conchas, seios nasais e Seios
paranasais, observou-se acumulo de muco,
por vezes sanguinolento, associado a

hiperemia, caracterizando rinite/sinusite
aguda moderada. Em alguns seios nasais e
paranasais, observou-se acumulo de
material fibrinoso branco-amarelado em
moderada quantidade, caracterizando uma
rinite/traqueite  fibrinonecrética  aguda
difusa moderada. Observou-se ainda em
casos subagudos a cronicos, acumulo de
material caseoso nos seios paranasais, que
conferia a estes um aumento de volume
visivel exteriormente.

Na conjuntiva, as principais
alteracdes macroscopicas foram aumento de
volume por edema moderado e hiperemia
difusa.

Ndo foram observadas lesdes
macroscépicas nas galinhas de subsisténcia
e de outras regides do Estado.

5.3 Histopatologia

As proporgdes de tecidos com lesdo
caracteristica de LTI estdo contidas na
figura 3.

Figura 3. Proporcdes de tecidos com lesdes histolégicas de LTI
nas galinhas de postura comercial

H Traqueia

M Traqueia e pulmdo

paranasais
H Conjuntiva, traqueia e pulmao
paranasais

paranasais
M Pulmao

Conchas e seios paranasais

 Todos os tecidos
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Nas laringes e traqueias de 45/78
(57%) galinhas, observaram-se laringite e
traqueite  caracterizadas por infiltrado
linfoplasmocitario na lamina prépria
levando ao espessamento da mucosa. Esse
infiltrado apresentou-se de forma difusa e
também formando agregados linfoides. Em
varias laringes e traqueias, as glandulas
mucosas ndo eram mais observadas pois
foram  substituidas  pelo infiltrado
inflamatorio  acentuado. Observaram-se
também alteracbes no epitélio desses
tecidos, como degeneragdo e necrose. Em
outros casos, 0 epitélio apresentou-se
hiperplésico e, por vezes, com substituigdo
do epitélio respiratério normal por um
epitélio simples ndo ciliado. Essas
alteracOes prevaleceram na laringe e porcéo
cranial da traqueia e foram consideradas
ndo caracteristicas paraa LTI.

Nas laringes e traqueias de 25/78
galinhas, observou-se lesdo caracteristica de
LTI A distribuicdo e a intensidade das
lesbes eram varidveis entre as aves e 0S
diferentes tecidos. As lesdes foram
caracterizadas por hiperplasia e descamagéo
do epitélio, além de projecdo e fusdo de
células epiteliais formando sincicios de 40 a
90 um de didmetro e contendo corpusculo
de incluséo intranuclear (Figuras 8 e 9). As
células sinciciais possuiam de 10 a 50
nucleos, e quase todos estavam preenchidos
por um material denso basofilico
(corpusculo de inclusdo intranuclear tipo B)
e/ou eosinofilico (corpusculo de inclusdo
intranuclear tipo A) de acordo com o
descrito por Cowdry, 1934 (Figuras 9 e 10).
Além dos sincicios com corpusculo de
inclusdo, observaram-se em varias dessas
laringes/traqueias quantidade intensa de
fibrina associada a restos celulares e células
inflamatdrias depositadas sobre a mucosa.
Nesses casos, observam-se areas em que
houve desprendimento do epitélio de
revestimento para o limen com exposi¢ao
da lamina propria (laringotraqueite difterica
ou membranosa). Observou-se também, em
varias aves, o0 epitélio hiperplasico e com
perda dos cilios. A mucosa estava

difusamente e acentuadamente espessada
devido a infiltrado linfoplasmocitario. Em
areas multifocais, havia perda das gandulas
mucosas e subsituicdo por linfécitos. Em
duas aves ndo foi possivel a avaliacdo da
laringe e traqueia devido a autolise.

Em 6/78 galinhas, observaram-se
lesbes na laringe e traqueia compativeis
com LTI, com alteracbes similares as
citadas anteriormente, porém apenas com
formacdo de células sinciciais, sem a
visualizacdo de corpusculo de incluséo
intranuclear.

Nas conchas nasais e seios
paranasais, 49/78 galinhas apresentaram
lesdes ndo caracteristicas de LTI As
principais lesGes observadas  foram
infiltrado linfoplasmocitario difuso e/ou
nodular, desprendimento do epitélio
respiratério com degeneracdo e necrose
associado a fibrina e em alguns casos
material caseoso. Em 15 aves observaram-
se ceélulas sinciciais com corplsculo de
inclusdo intranuclear, presentes
principalmente nos seios paranasais. Em
trés aves, foi possivel observar células
sinciciais, porém sem corpusculo de
inclusdo. Sete aves ndo apresentaram leséo
nas conchas e seios paranasais, e em quatro
aves ndo foi possivel a andlise desses
tecidos.

Na conjuntiva, 40/78 galinhas
apresentaram lesdes ndo carcteristicas de
LTI, como infiltrado linfoplasmocitario
difuso na lamina prépria e também
formando agregados, além de exocitose de
heterdfilos e hiperplasia do epitélio (Figura
11). Em dez aves observaram-se células
sinciciais com corpusculo de inclusdo
intranuclear na conjuntiva associado a
conjuntivite linfoplasmociaria multifocal.
Em 24/78 aves, ndo foram observadas
lesGes nesse tecido, e em quatro aves nao
foi possivel a andlise desse tecido.

Nos pulmdes, 41/78 galinhas
apresentaram lesdes inespecificas como
congestdo, edema, infiltrado
linfoplasmocitario na lamina prépria dos
brénquios principais e mesobronquios,
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hiperplasia de BALT e hiperplasia do
epitélio respiratorio dos brénquios. Células
sinciciais com corpusculo de inclusdo
intranuclear foram observadas em 21/78
aves. Dessas, em onze foi possivel observar
a formacdo dos sincicios com corpusculo de
inclusdo na mucosa dos brbnguios
principais e mesobronquios, sendo que nas
outras dez as células sinciciais s6 foram
observadas soltas no lamen, sugerindo
tratarem-se de células que derivaram da
traqueia. Em cinco aves, foram observadas
células sinciciais sem corpusculo de
inclusdo intranuclear. Nove aves ndo
apresentaram lesdes nos pulmdes, e em
duas aves nao foi possivel analisa-los.

Observou-se em quatro galinhas
aerossaculite linfoplasmocitaria associada a
células sinciciais com corplsculo de
inclusdo intranuclear.

Em cinco galinhas, a lesdo
caracteristica de LTI foi observada somente
na laringe, sendo que nos outros tecidos
havia apenas infiltrado linfoplasmocitario
multifocal. Em trés aves observou-se leséo
caracteristica de LTI somente nos pulmdes
e em uma ave somente nas conchas nasais e
seios paranasais. Ou seja, o restante das
aves com LTI apresentaram lesdes
caracteristicas em pelo menos dois 6rgaos
coletados. Somente uma ave apresentou
lesdo de LTI nos quatro érgaos analisados.

Né&o foram observadas altera¢bes no
encéfalo e no ganglio trigémio.

5.4 Diagnostico diferencial

Pela  anélise histopatoldgica,
observaram-se também lesdes sugestivas de
outras doencas respiratorias nas galinhas de
postura comercial (Figura 4).

Figura 4. Proporcdes das lesdes histolégicas sugestivas de
outros patogenos respiratérios nas galinhas de postura

Das 78 galinhas de postura
comercial, 15 apresentaram  lesdes
sugestivas de Mycoplasma gallisepticum,
caracterizadas como espessamento difuso e
acentuado da mucosa da laringe, traqueia,
conchas e seios paranasais por infiltrado
linfocitario em arranjo linfofolicular. O
epitelio ciliar apresentava auséncia dos
cilios de forma multifocal a coalescente ou
difusamente.  Essas aves apresentaram

comercial

mLTI
B Mycoplasma gallisepticum
Poxvirus

B Avibacterium
paragallinarum

conjuntamente hiperplasia dos tecidos
linféides presentes na conjuntiva e nos
pulmdes. Em duas aves, observou-se este
padrdo de lesdo por M. gallisepticum,
porém associado a necrose do epitelio,
descamagdo e formacdo de células
sinciciais com corpusculo de inclusdo
intranuclear, sendo provavelmente uma co-
infeccdo dos dois agentes. Em uma ave,
observou-se laringite e traqueite
linfoplasmocitaria associada a hiperplasia e
metaplasia escamosa do epitélio de
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revestimento  associado a numerosos
corplsculos de inclusdo eosinofilicos
intracitoplasmaticos em células epiteliais,
além de células sinciciais com corpusculo
de inclusdo intranuclear, tratando-se de uma
co-infeccdo pelo virus da LTI e pelo virus
da bouba aviaria. Porém, outras duas aves
apresentaram lesfes de bouba aviaria na
laringe e na conjuntiva sem nenhuma
alteracdo sugestiva de LTI.

Quatro  galinhas  apresentaram
sinusite necrocaseosa intensas, sugestivo de
lesdo por Avibacterium paragallinarum,
sendo que uma delas havia também lesdo
caracteristica de LTI na laringe, traqueia e
pulméo.

Nas 12 galinhas de subsisténcia e
nas 18 aves de outras regifes do Estado de
Minas Gerais incluidas no estudo, a leséo
histologica observada na laringe e traqueia
foi infiltrado linfoplasmocitério distribuido
difusamente na I&mina prdpria e também
formando agregados linféides multifocais,
além de hiperplasia de BALT em alguns
pulmdes. Nessas aves a alteracdo na
mucosa da traqueia foram sugestivas de
infeccao por Mycoplasma gallisepticum.

5.5 Imuno-histoquimica

Das 30 aves submetidas a IHQ, 20
(66%) tiveram marcagdo positiva na
laringe/traqueia, caracterizada por
coloragdo  marrom-amarelado  granular
principalmente no citoplasma das células
sinciciais (Figuras 10 e 11). Foi observada
também, marcagdo positiva em células
epiteliais aparentemente normais (Figura
12). Dos 18 pulmdes analisados, 10 (55% )
tiveram marcacdo positiva para LTI em
células epiteliais e em sincicios, e em duas
amostras de saco aéreo, observou-se
marcacao em células epiteliais descamadas.
J& nas conchas e seios paranasais, das 20
analizadas, apenas 3 (15%) tiveram
marcacdo positiva.

5.6 Reacédo em cadeia pela polimerase
(PCR)

Das 78 amostras de
laringes/traqueias de aves de postura
fixadas em formol submetidas a técnica de
PCR, 39 (50%) apresentaram bandas de 237
pares de base no gel de agarose, sendo
portanto positivas para 0 GaHV1. Das 49
conjuntivas testadas, 31 (63%) foram
positivas; ja as conchas e seios paranasais,
das 50 testadas, 28 (56%) foram positivas.
Dos 52 pulmdes analisados, 30 (57%)
foram positivos para o GaHV1. Ganglios
trigémios de 10 galinhas de postura
comercial e trés de aves de subsisténcia
foram testados e somente 9/10 amostras de
galinhas de postura comercial foram
positivas.

Das quatro amostras de suabes
laringotraqueais testadas de aves de
postura comercial, duas foram positivas
para o virus da LTI. Todas as 21 amostras
de suabes laringotraqueais de aves de
subsisténcia foram negativas. Das oito
amostras de traqueia fixadas em formol de
aves de subsisténcia testadas, apenas duas
foram positivas.

Nenhuma amostra de aves de outras
regibes do Estado de Minas Gerais foi
positiva para o virus da LTI.

No teste de sensibilidade dos
primers, observou-se banda positiva até a
segunda diluicéo, de concentra¢do 10ng/ul.

Na tabela abaixo (Tabela 2), esta a
porcentagem de tecidos positivos para LTI
na histopatologia, imunoistoquimica e PCR
e a porcentagem dos tecidos positivos
simultaneamente para os trés testes.
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Tabela 2. Porcentagem de tecidos positivos para LTI na histopatologia, imunoistoquimica e

PCR e simultaneamente em todos os trés testes.

Tecido Histopatologia* IHQ PCR Histopatologia,
IHQ e PCR
Conjuntiva 12,8% (10/78) 5% (1/20) 50% (39/78) 0
Laringe/tragueia 32% (25/78) 70% 63,2% (31/49) 40% (12/30)
(21/30)
Conchas e seios 19,2% (15/78) 29,6% 56% (28/50) 14,8% (4/27)
paranasais (8/27)
Pulméo 26,9% (21/78) 53,8 57,6% (30/52) 23% (6/26)
(14/26)

*Tecidos que apresentaram lesdo caracteristica de LTI: infiltrado linfoplasmocitario associado a necrose
do epitélio e descamacéo e formacao de células sinciciais com corpusculo de incluséo intranuclear

5.7 Sequenciamento

As amostras  enviadas para
sequenciamento  tiveram  100%  de
identidade com ILTV EU104910.1 (Estados
Unidos); 99% com ILTV JN596963.1
(Australia) e 91% com ILTV JN580316.1
| (Gallid herpesvirus 1 estirpe vacinal CEO)
ou JN580315.1 (Gallid herpesvirus 1

estirpe vacinal TCO) (Tabela 3). As
amostras congeladas (suabes) e as fixadas
em formol e embebidas em parafina tiveram
0 mesmo resultado de sequenciamento, e a
sequéncia ILTV Brasil/2011/UFMG do
presente estudo foi depositada no banco de
dados do GenBank pelo nimero de acesso
KC182579.

Tabela 3 — Comparacéo entre a estirpe ILTV Brasil/2011/UFMG e outras estirpes depositadas

no GenBank

Estirpe

% de identidade com a estirpe ILTV
Brasil/2011/UFMG

EU104910.1 (EUA)

JN596963.1 (Australia)

JIN580316.1 (CEO) e JN580315.1 (TCO)

100%

99%

91%

A sequéncia encontrada  foi
alinhada com as demais sequéncias ja
depositadas no GenBank e o resultado
encontra-se nas tabelas abaixo (Tabelas 4 e
5), destacando-se as diferengas encontradas

a nivel de nucleotideo e aminoacido
(mutacdes).
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Tabela 4. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos de ILTV Brasil/2011/UFMG com as sequéncias EU104910.1; ILTV JN596963.1; ILTV
JN580316.1; JN580315.1

Posicdo no gene ICP4

2512 2519 2527

ILTV Brasil/2011/UFMG

TTCATTACCTCCAGCGGTTCCAGAAACAGATAGA T

ACAACQ CJCCTCCTT| CGCCATGCCCCATAACTCCCGAGGGTCCACCATGTCCGCCCCGAGAAG

GCCATGCCCCATAACTCCCGAGGGTCCACCATGTCCGCCCCGAGAAG

EU104910.1 TTCATTACCTCCAGCGGTTCCAGAAACAGATAGAI T JACAACQ C [CCTCCTT | C

JN596963.1 TTCATTACCTCCAGCGGTTCCAGAAACAGATAGA] G JACAACC] C | CCTCCTT| C [GCCATGCCCCATAACTCCCGAGGGTCCACCATGTCCGCCCCGAGAAG
JN580316.1 TTCATTACCTCCAGCGGTTCCAGAAACAGATAGA] G JACAACCY T JCCTCCTT | T JGCCATGCCCCATAACTCCCGAGGGTCCACCATGTCCGCCCCGAGAAG
JN580315.1 TTCATTACCTCCAGCGGTTCCAGAAACAGATAGA] G JACAACC L!CCTCCTT T JGCCATGCCCCATAACTCCCGAGGGTCCACCATGTCCGCCCCGAGAAG

ILTV Brasil/2011/UFMG

AACCGCAACAACCGCAAGAACCGCAAGAACCACAATCCCCGTCCTTTCACATTTCCAGATAGGT

EU104910.1 AACCGCAACAACCGCAAGAACCGCAAGAACCACAATCCCCGTCCTTTCACATTTCCAGATAGGT

JN596963.1 AACCGCAACAACCGCAAGAACCGCAAGAACCACAATCCCCGTCCTTTCACATTTCCAGATAGGT

JN580316.1 AA CCGCAAGAACCACAATCCCCGTCCTTTCACATTTCCAGATAGGT

JN580315.1 AA CCGCAAGAACCACAATCCCCGTCCTTTCACATTTCCAGATAGGT
2665

ILTV Brasil/2011/UFMG

GAGGCCCTGTTTCATTCTACCCCA

G

[CAGCCCTACCATCCTGTTCGCACCGGAGGGTTTCATCCCGAACCAAGGA

EU104910.1 GAGGCCCTGTTTCATTCTACCCCA |G FTCAGCCCTACCATCCTGTTCGCACCGGAGGGTTTCATCCCGAACCAAGGG
JN596963.1 GAGGCCCTGTTTCATTCTACCCCA |G FTCAGCCCTACCATCCTGTTCGCACCGGAGGGTTTCATCCCGAACCAAGGG
JN580316.1 GAGGCCCTGTTTCATTCTACCCCA JA FCAGCCCTACCATCCTGTTCGCACCGGAGGGTTTCATCCCGAACCAAGGG
JN580315.1 GAGGCCCTGTTTCATTCTACCCCA JA FCAGCCCTACCATCCTGTTCGCACCGGAGGGTTTCATCCCGAACCAAGGG
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Tabela 5. Alinhamento da sequéncia de aminoécidos de ILTV Brasil/2011/UFMG com as sequéncias EU104910.1; ILTV JN596963.1; ILTV
JN580316.1; JN580315.1

ILTV SLPPAVPETDR |Y [N P UL P PCPITPEGPPCPPREEPQQPQEPQEPQSPSFHISEIGEALFHSTP M SRTILFAPEGFIPNQG
Brasil/2011/UFMG

EU104910.1 SLPPAVPETDR |Y [N P UL P PCPITPEGPPCPPREEPQQPQEPQEPQSPSFHISEIGEALFHSTP M SPRTILFAPEGFIPNQG
JN596963.1 SLPPAVPETDR |D [N |P L P |PCPITPEGPPCPPREEPQQPQEPQEPQSPSFHISEIGEALFHSTP M SRTILFAPEGFIPNQG
JN580316.1 SLPPAVPETDR |D [N |[L lIL 5 PCPITPEGPPCPPREE----------- PQEPQSPSFHISEIGEALFHSTP | |SPTILFAPEGFIPNQG
JN580315.1 SLPPAVPETDR |D_|N L_lIL b PCPITPEGPPCPPREE----------- PQEPQSPSFHISEIGEALFHSTP | |SPTILFAPEGFIPNQG




Legenda das figuras

Figura 5. Ave de postura. Observa-se a ave com dificuldade respiratéria mantendo o bico
aberto devido a acimulo de exsudato na entrada da tragueia. Foto por Bruno Pessamilio.

Figura 6. Ave de postura. Observa-se na laringe acimulo de um material branco-amarelado
ocluindo a entrada da traqueia. Foto por Bruno Pessamilio.

Figura 7. Laringe e traqueia seccionada longitudinalmente. Observa-se acimulo de material
branco-amarelado depositado sobre a mucosa moderadamente hiperémica. Laringite e traqueite
fibrino-necrdtica aguda intensa.

Figura 8. Fotomicrografia de traqueia. Observa-se espessamento difuso e acentuado da mucosa
devido a infiltrado linfoplasmocitério. Observa-se também formacdo de sincicios e
desprendimento das células epiteliais de revestimento para o limen. 20X. HE.

Figura 9. Fotomicrografia de traqueia. Observam-se no limen da traqueia restos de células
inflamatdrias, hemécias e varios sincicios com e sem corpusculos de inclusdo intranucleares.
40X. HE.

Figura 10. Fotomicrografia de concha nasal. Observa-se infiltrado linfoplasmocitéario na lamina
prépria associado a necrose e desprendimento do epitélio de revestimento para o lumen,
juntamente com fibrina. 10X. HE.

Figura 11. Fotomicrografia de traqueia. Observa-se que a mucosa Sse desprendeu quase
completamente e a lamina prdpria se encontra exposta. Observa-se também detalhe das células
sinciais formadas a partir de fusdo de varias células epiteliais. Os nicleos possuem corpusculos
de inclusdo eosinofilicos com um “halo” claro ao redor, denominados corptsculos Cowdry tipo
A. 60X. HE.

Figura 12. Fotomicrografia de conjuntiva. Observa-se hiperplasia intensa da mucosa associado
a infiltrado linfoplasmocitério e formacao e desprendimento de células siniciais. 20X. HE.

Figura 13. Fotomicrografia de traqueia. Observa-se espessamento intenso da mucosa devido a
infiltrado linfoplasmocitério na lamina propria e hiperplasia do epitélio de revestimento. No
citoplasma de varias células epiteliais (setas vermelhas), observam-se corpusculos de incluséo
eosinofilicos compativeis com Bouba aviaria e também formacéo de células sinciciais com
corpusuculos de incluséo intranucleares. 20X. HE.

Figura 14. Fotomicrografia de traqueia. Observar marcacdo marrom-amarelada granular no
citoplasma das células sinciciais. 60X. IHQ.

Figura 15. Fotomicrografia de pulmdo. Observar células sinciciais com marcagdo marrom-
amarelada granular no citoplasma. 40X. IHQ.
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Figura 16. Fotomicrografia de pulmao. Observar marcacdo marrom-amarelada granular no
citoplasma de células epiteliais descamadas. 60X. IHQ.
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Figura 7



Figura 16
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6. Discusséo

Os sinais clinicos agudos e as
lesdes observadas nas galinhas de postura
comercial de granjas do sul de Minas
Gerais foram similares aos relatados para o
virus  selvagem da laringotraqueite
infecciosa (Guy et al., 1990). As aves que
apresentaram intensa dificuldade
respiratéria e esticavam 0 pescogo
caudodorsalmente  estavam na  fase
sugbaguda a cronica da doenca, com
acumulo de exudato caseoso que ocluia a
entrada da laringe. O acumulo de exsudato
na entrada da laringe € a causa principal de
morte nos casos de LTI, pois leva a asfixia
da ave, tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da doenca (Weaver, 1942). Apesar
dos sinais clinicos graves apresentados
pelas aves das granjas estudadas, a
disseminagdo da doenca nas granjas e a
mortalidade (1% a 6%), foi considerada
baixa, diferente de outros surtos descritos
em poedeiras no Brasil com mortalidade de
10% (Buchala, 2008 ). A LTI ¢é
caracterizada por duas formas clinicas: leve
e severa. A forma severa é caracterizada por
mortalidade de 5 a 70% e morbidade de
90% a 100% (Bagust et al., 2000 e Guy e
Garcia, 2008). A forma leve da LTI ¢é
relacionada com  estirpes  vacinais,
especialmente vacinas vivas atenuadas em
embrido de galinha (Sellers et al., 2004). No
presente estudo, a intensidade das lesGes e
0s sinais clinicos severos sugerem 0
envolvimento de um virus de campo ou
selvagem.

As lesBes macroscépicas
caracterizadas principalmente por
inflamagdo fibrinonecrética nas mucosas
respiratorias nas aves do presente estudo
foram semelhantes as ja relatadas (Beach,
1926; May & Tittsler, 1925; Seifried, 1931,
Hayashi et al., 1985, Sellers et al., 2004).
As alteracdes foram observadas
principalmente no trato respiratorio superior
e na conjuntiva. Snoeyenbos e Olesiuk
(1971) relataram pneumonia e aerossaculite
associadas a LTI, e no presente estudo foi

possivel observar essas alteracdes em
algumas aves.

A deteccdo rapida e precoce de aves
infectadas pelo GaHV1 é essencial para
prevenir e evitar a distribuicdo da doenga
(Crespo et al., 2007). No presente estudo, 0
diagnostico histopatolégico de LTI foi
possivel em 32 do total de 78 aves.
Entretanto, as ultimas 30 aves foram
coletadas em periodos posteriores ao surto,
guando ja& ndo eram observados sinais da
doenca. Os sinais clinicos respiratorios
associados a lesdes macroscopicas no
aparelho respiratorio e a observagdo de
necrose associada a células sinciciais com
corplsculo de inclusdo intranuclear na
histopatologia podem ser utilizados para o
diagndstico da infecgdo pelo GaHV1. Com
base no presente estudo, a avaliagdo de
todos os tecidos respiratorios e a conjuntiva
mostrou-se extremamente importante para a
obtencdo do diagndstico histopatologico
conclusivo. Este € dependente da
identificacdo de células sinciciais com
corpusculos de inclusdo intranucleares
(Crespo et al., 2007) e a ocorréncia destes é
variavel dependendo da evolugdo da doenga
(Hayashi et al., 1985).

Nas aves do surto em questdo,
inflamacdo diftérica associada a sincicios
contendo  corplsculos  de inclusdo
intranucleares  foram  observados na
conjuntiva e/ou, conchas nasais, Seios
paranasais, laringe/traqueia e pulmdes.
Algumas estirpes possuem alta afinidade
pela traqueia, causando lesBes mais
significativas neste tecido. J& outras
possuem mais afinidade pela conjuntiva
(Kirkpatrick et al.,, 2006). No presente
estudo, observou-se uma afinidade maior do
virus pela traqueia, pois 80% das aves com
lesBes caracteristicas de LTI apresentaram
lesbes na traqueia e também em outros
tecidos respiratorios, enquanto que 33%
apresentaram lesdes na conjuntiva além de
outros tecidos respiratorios. Os pulmoes
também apresentaram alta incidéncia de
lesBes caracteristicas de LTI, assim como as
conchas e seios paranasais. As alteracdes
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histolégicas  caracteristicas de LTI
observadas foram semelhantes as descritas
por Purcell (1971) e Hayashi et al. (1985).
Nas lesdes agudas da tragueia, observaram-
se: hiperplasia do epitélio com trés ou
quatro camadas de células semelhantes a
um epitélio estratificado simples e/ou
escamoso; formacdo de células sinciciais
contendo  numerosos  nucleos  com
corpusculos  de inclusdo; infiltrado
linfocitario e plasmocitario na lamina
propria e descamacdo do epitélio de
revestimento para o lumen. Na fase
subaguda a cronica da doenca, as células
sinciciais ndo foram mais observadas, pois
ocorreu descamacdo do epitélio de
revestimento juntamente com essas células.
O que se observou neste estagio da doenca
foi erosdo da mucosa com exposi¢cdo da
lamina propria e em alguns casos
associagdo com exsudato necrocaseoso.

A sequéncia dos tecidos afetados
pelo virus com lesdo caracteristica de LTI
foram laringe e tragueia, seguidos pelo
pulmdo, conchas, seios paranasais e
conjuntiva. ~ As  lesbes  encontradas
caracterizaram-se pela formagdo de células
sinciciais com corpusculo de inclusdo
intranuclear a partir do epitélio hiperplasico
dos brbnguios priméarios e secundarios.
Lesdes similares foram observadas por
Purcell (1971) trés a quatro dias apos
infeccdo experimental de aves com GaHV1.
No entanto, em outro estudo experimental
realizado com estirpe de LTI de baixa
viruléncia inoculada intranasal, as lesdes
pulmonares e nos sacos aéreos somente
ocorreram cinco dias ap6s a inoculagéo
(Timurkaan et al., 2003). De forma similar,
nas conchas e nos Sseios paranasais,
sincicios com corpusculos de incluséo
intranucleares foram observados quatro dias
apos infeccdo. Porém, diferentemente do
que foi descrito por Purcell (1971), que néo
encontrou nenhuma lesdo em conjuntiva,
inflamagdo e formacdo de sincicios com
corpusculos de inclusdo foram observados
na conjuntiva de dez galinhas analisadas no
presente estudo.

De 3 a 6 dias ap6s a infeccdo é
possivel observar alteracbes caracteristicas
de LTI na histopatologia,  pois
correspondem a fase aguda da doenca.
Porém, apds esse periodo, ocorre
descamacgdo completa das células sinciciais
com corpusculo de inclusdo intranuclear, o
que dificulta o diagnostico de LTI apenas
por essa técnica (Hayashi et al., 1985). E
importante a coleta e analise dos pulmdes,
especialmente o0s brbnquios primarios e
secundarios, pois células sinciciais com
corpusculos de inclusdo podem ser
observadas no limen originadas da laringe
e traqueia, como foi possivel-observar em
10 aves do presente estudo, permitindo o
diagnostico histopatologico.

Os corplsculos de inclusdo dos
herpesvirus sdo acimulos intranucleares de
particulas e proteinas virais. Os corpusculos
primeiramente formados sdo basofilicos e
chamados de Cowdry tipo B e ocupam todo
0 nucleo. Posteriormente, ¢ formado um
“halo” claro ao redor e passam a ser
eosinofilicos denominados Cowdry tipo A
(Cowdry, 1934).

Estudos utilizando a microscopia
eletrbnica mostraram que as células
sinciciais sdo formadas pela fusdo das
células epiteliais ciliadas e nédo ciliadas da
mucosa respiratéria (Hayashi et al.,1985).
No entanto, o mecanismo pelo qual o virus
induz a formagdo dos sincicios ainda ndo
foi esclarecida. Possivelmente, a inducdo da
fusdo pode ocorrer dirigida pelo proprio
GaHV1, levando a interacdo de
glicoproteinas do envelope viral com
receptores da membrana das células,
semelhantemente a0 que ocorre com a
infeccdo em humanos pelo Measles virus,
garantindo a sua replicacéo e disseminacgdo
(Herschke et al., 2007).

O diagnostico diferencial da LTI
com outras doencas respiratorias deve ser
considerado devido a similaridade dos
sinais clinicos e das lesGes macroscopicas,
como coriza infecciosa, bouba avaria,
doenca de Newcastle, micoplasmose por
Mycoplasma  gallisepticum,  bronquite
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infecciosa, entre outros (Beaudette, 1937).
Para isso, além da observacéo criteriosa das
lesBes histologicas, deve-se utilizar técnicas
complementares de diagndstico, como
detecgéo do agente.

Lesbes no aparelho respiratorio
sugestivas de outros agentes infecciosos
foram observadas em 24 aves incluidas no
estudo. Foram  encontradas  lesGes
sugestivas de Mycoplasma gallisepticum
em 15 aves de postura comercial, e em
outras duas aves observou-se possivel
associacdo deste agente e o GaHV1.
Mycoplasma gallisepticum é uma bactéria
que causa doenca respiratoria em diversas
espécies  de  aves, principalmente
galinaceos. Este agente causa sinais clinicos
semelhantes as causadas pelo GaHV1,
principalmente na fase aguda e o
diagnostico diferencial deve ser feito.
Macrocopicamente, pode ser observado
espessamento da mucosa, hiperemia e
exsudato mucocatarral na traqueia (Ley,
2008). Na histopatologia, infeccdo pelo M.
gallisepticum tem como caracteristica a
hiperplasia de foliculos linféides e o
infiltrado  linfoplasmocitario  formando
agregados semelhantes a foliculos e o
desaparecimento dos cilios, mas sem
necrose e desprendimento do epitelio
(Gaunson et al., 2000). Estas alteragdes
foram observadas em 17 aves suspeitas. As
aves do presente estudo ndo foram
vacinadas para Mycoplasma gallisepticum,
0 que reforca a suspeita sobre esse agente.
Contudo, para determinar o diagndstico
definitivo, seria preciso o isolamento do
agente ou sua deteccédo pela PCR.

Outro possivel agente envolvido
causando sinusite necrocaseosa em quatro
aves é 0 Avibacterium paragallinarum,
responsavel pela doenca respiratéria em
aves chamada Coriza infecciosa. Essa
bactéria causa conjuntivite e sinusite,
levando muitas vezes ao aumento de
volume dos seios paranasais (Backall,
1999). Nas quatro aves acometidas, havia
sinusite necrocaseosa sugestiva de causa

7

bacteriana, e este agente € o principal

diagnostico diferencial. Em uma dessas
aves, havia lesdo caracteristica de LTI
associada, sendo provavel que a infecgdo
pelo GaHV1 aumentasse a susceptibilidade
da ave. Assim como em relagdo ao
Mycoplasma gallisepticum, o diagndstico
definitivo s6 é possivel com a detec¢do do
agente por técnicas complementares.

Trés aves apresentaram lesGes
compativeis com bouba aviaria, uma
doenca causada por um poxvirus que atinge
pele, mucosa oral, es6fago e trato
respiratorio superior. A visualizacdo dos
corpusculos de inclusdo eosinofilicos
intracitoplasmaticos nas células epiteliais da
laringe e traqueia das trés aves indica se
tratar de uma lesdo causada por esse virus,
ja que esta € uma alteragdo caracteristica
(Silva et al., 2009). Uma dessa trés aves
apresentaram co-infeccdo do poxvirus com
0 GaHV1, sendo os corpusculos de inclusédo
de ambos os agentes presentes nas mesmas
células sinciciais. Co-infecgdo semelhante
foi descrita por Tadese et al. (2007), que
utilizaram IHQ para diagndéstico de ambos
0S agentes e observaram marcagéo positiva
para ambos em uma mesma célula epitelial.

Os resultados da técnica de IHQ
demonstraram ser esta uma técnica
complementar (til para o diagnéstico de
LTI, uma vez que se observou marcagado
positiva para a proteina gJ viral no
citoplasma de células aparentemente
normais. A vantagem da IHQ sobre a PCR,
por exemplo, é a possibilidade de
visualizacdo da lesdo associada ao agente
infeccioso, confirmando a ocorréncia da
doenca e podendo-se verificar a distribuicéo
do virus no tecido. O anticorpo monoclonal
utilizado é especifico para a proteina gJ do
GaHV1, uma glicoproteina estrutural,
codificada pelo gene US5, presente no
envelope viral. Esta é uma glicoproteina
imunogénica importante na patogenicidade
do virus da LTI, ja que a delecdo do gene
US5 debilita a infeccdo. Os anticorpos
monoclonais especificos para as proteinas
g)] e gC sdo os mais adequados para
realizagdio de testes como imuno-
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histoquimica e imunoflorescéncia, ja que as
aves naturalmente ou experimentalmente
infectadas produzem anticorpos contra
essas duas  proteinas. A analise
ultraestrutural do GaHV1 mostrou que 0s
capsideos virais sdo formados no ndcleo e
transportados para o citoplasma onde sdo
envelopados antes de serem liberados do
citoplasma (Fuchs et al.,, 2007). Dessa
forma, com a utilizacdo de anticorpos anti
glicoproteina gJ, a qual estd presente
somente no envelope viral, a marcagdo sera
visualizada sempre no citoplasma das
células epiteliais. No entanto, segundo
Fuchs et al. (2007), a glicoproteina gJ ndo é
essencial para a replicagédo pois sua delegéo
permitiu a replicagdo do GaHV1 in vitro.

A sensibilidade na histopatologia
pode ser baixa devido a descamacdo das
células sinciciais com corplsculo de
inclusdo nas fases subaguda a crdnica da
doenca, as quais ndo sdo mais visualizadas
na histopatologia. Dessa forma, quando nao
sd80 observadas lesbes caracteristicas de
LTI, técnicas  complementares  de
diagnostico sdo de extrema importancia,
como o diagnéstico pela PCR. No presente
estudo, a sensibilidade da histopatologia foi
menor quando comparada a técnica de PCR
nos tecidos de 18 aves. Similarmente, a
técnica de imuno-histoquimica pode ter
menor sensibilidade que a PCR pois a
sensibilidade diminui na auséncia de células
sinciciais.

A técnica de PCR, utilizando-se o
par de primers que amplificam um produto
de 237 pb, mostrou-se mais sensivel que as
técnicas de histopatologia e IHQ. Além
disso, essa técnica mostrou-se especifica
para o virus da LTI, demonstrado pelo
resultado de sequenciamento, e as amostras
congeladas tiveram resultado idéntico as
amostras fixadas em formol e embebidas
em parafina. O gene ICP4 (Proteina 4 de
Célula Infectada) esta presente na regido
longa (UL) do DNA viral e é formado por
4386 nucleotideos. Desempenha um papel
na regulacdo da expressdo gendmica no
inicio da infeccdo e é usado em estudos

epidemioldgicos para distingdo entre cepas
vacinais e cepas de campo ou selvagens
(Johnson et al., 1995; Chacon & Ferreira,
2009). Duas estirpes que apresentaram
lesdo caracteristica de LTI na laringe e
traqueia foram negativas na PCR. Essas
estirpes foram também negativas na PCR
utilizando-se os primers para actina beta, o
gue demonstra estarem 0s DNAs dessas
amostras invidveis. O motivo dessa baixa
qualidade provavelmente foi o longo
periodo que essas amostras ficaram em
solucéo de formol, j& que as amostras foram
coletadas por veterindrios do MAPA na
época do surto em MG e mantidas por
varios meses no fixador antes de serem
enviadas para o processamento. A fixacdo
em solucdo de formol por longo periodo
leva a formacédo de ligacbes cruzadas entre
as biomoléculas presentes no DNA que
dificulta a reagdo em cadeia pela polimerase
(Gilbert et al., 2007). Além disso, o
processo de inclusdo em parafina, usando
altas temperaturas, fragmenta o DNA,
prejudicando assim a qualidade do material
genético. Devido a isso preferiu-se utilizar
primers com produto de amplificagdo
relativamente  pequeno, para que a
sensibilidade da técnica de PCR seja maior
ao minimizar o efeito desses problemas
relacionados a tecidos fixados em formol e
embebidos em parafina (Kleter et al., 1998).

O GaHV1, assim como outros
herpesvirus, permanece em estado de
laténcia no hospedeiro, podendo ser
reativado em situacbes de estresse e re-
excretado para o ambiente. Aves que foram
vacinadas com vacinas vivas atenuadas
também permanecem como carreadores, ja
gue o virus vacinal também permanece em
laténcia no hospedeiro e pode ser eliminado
para o ambiente (Hughes, 1991). O
principal sitio de laténcia do virus na ave é
o0 ganglio trigémio (Williams, 1992). Foram
submetidos a técnica de PCR dez ganglios
trigémios de aves de postura comercial, e
nove desses foram positivos. Essas aves
também foram positivas na laringe e
traqueia para o GaHV1. Uma amostra de
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ganglio trigémio de uma ave de subsisténcia
também foi positiva para GaHV1 na PCR,;
no entanto, a laringe e traqueia dessa ave
foram negativas na PCR. Esse resultado
sugere que o virus estava latente no ganglio
trigémio, pois aléem do PCR negativo para a
traqueia, ndo havia lesdo histoldgica em
nenhum tecido analizado desta ave.
Similarmente, a laringe e a traqueia de
outras duas aves de subsisténcia foram
positivas para o GaHV1 pela PCR na
ausencia de lesGes histologicas. A
existéncia de aves de subsisténcia com virus
consiste em um fator importante na
epidemiologia do virus, uma vez que essas
aves sdo fonte de contaminacdo para outras
aves e para o ambiente.

No presente estudo, duas estirpes de
tecidos fixados em formol e embebidos em
parafina e outras duas de suabes tragueais
de aves positivas para LTI na PCR foram
sequenciadas e alinhadas a duas estirpes
vacinais, CEO e TCO, uma cepa Norte
Americana e uma Australiana. Chacén &
Ferreira (2009) sequenciaram duas regides
do gene ICP4 de sete estirpes de campo em
um surto de LTI que ocorreu em Sao Paulo
e alinharam com sequencias de varias
amostras, inclusive de estirpes vacinais.
Assim, pela comparagdo entre as
sequéncias, foi possivel a distingdo entre as
estirpes que se originaram de vacina (TCO
e CEO) e as que ndo originaram. Da mesma
forma Moreno et al. (2010) utilizaram
dentre outras técnicas 0 sequenciamento
para verificar correlagdo genéticas entre as
estirpes envolvidas em surto na Italia e
estirpes vacinais. No presente estudo, 0
alinhamento mostrou quatro diferencas em
nivel de nucleotideos que resultaram em
quatro diferencas em nivel de aminoécidos
entre as amostras do surto no sul de MG e
as estirpes vacinais. Assim, todas as
diferencas em nivel de nucletideo
resultaram em diferencas (ou mutacdes)
ndo-sinbnimas, sendo trés delas mudancas
de aminoécidos de classes diferentes, de
acordo com o grupo R. Entre a amostra de
MG e a dos EUA (EU104910.1) ndo houve

diferenca. Apesar de a regido sequenciada
ser muito curta, pode-se sugerir que haja
uma certa distancia genética entre a estirpe
envolvida no surto de LTI no sul de MG e
as estirpes vacinais CEO e TCO. Devido
também ao pequeno tamanho do fragmento
sequenciado e pelas diferentes posi¢cdes no
gene ICP4, ndo foi possivel o alinhamento
com outras estirpes brasileiras, inclusive as
depositadas por Chacén & Ferreira (2009).
Assim, é necessario que se faca um estudo
mais aprofundado abrangendo uma regido
maior do gene ICP4 para determinar a
correlacdo genética entre as estirpes. Além
disso, estudos genéticos futuros abrangendo
outros genes poderdo determinar aspectos
da viruléncia.

7. Conclusoes

- O surto de LTI ocorrido no sul de Minas
Gerais em novembro de 2010 foi
caracterizado por sinais clinicos, lesGes
macroscopicas e histologicas similares ao
encontrado na literatura, e caracterizado
como de baixa mortalidade.

- O tecido onde se observou maior
incidéncia de lesbes caracteristicas de LTI
foi a laringe/traqueia; porém, observou-se
também alta incidéncia de lesdes nos
pulmdes, seguidos por seios nasais e
conjuntiva. Assim, todos os tecidos citados
sdo de eleicdo para o diagnostico de LTI.

- A IHQ mostrou-se ser uma ferramenta
complementar Util no diagndstico definitivo
de LTI utilizando-se anticorpo monoclonal
especifico para proteina gJ do virus,
especialmente na fase subaguda da doenca
em que células sinciciais com corpusculo de
inclusdo intranucleares ndo sdo mais
observadas.

- A PCR utilizando-se primers especificos
para uma regido de 237 pares de bases do
gene ICP4 mostrou-se sensivel no
diagnostico de LTI, sendo portanto uma
importante  ferramenta no diagndstico
répido da doenca. A especificidade da
reacdo também foi alta, ja que o resultado
de sequenciamento mostrou alta
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similaridade com outras estirpes de LTI.
Assim, recomenda-se fortemente o uso da
PCR para diagndstico da LTI utilizando-se
esses primers que amplificam uma regido
pequena do gene ICP4. Dessa forma, essa
reacdo pode ser feita utilizando-se material
fixado em formol e embebido em parafina,
sendo uma  técnica  complementar
importante a histopatologia. Uma vantagem
do uso de material fixado é a possibilidade
de realizacdo de estudos retrospectivos da
doenca.

- O alinhamento da sequencia de LTI
BRASIL/2011/UFMG (nimero de acesso
KC182579) mostrou  mutagbes ndo
sinbnimas quando comparada as sequéncias
das estirpes vacinais TCO e CEO. Devido
aos tamanhos reduzidos das sequéncias
analisadas, ndo foi possivel afirmar se ha ou
ndo correlagdo genéticas entre as estirpes.
Assim, sequenciamentos futuros de regides
maiores do gene ICP4 devem ser feitos para
estudos filogenéticos.
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Anexo 1. Distribuigdao do virus da LTI na conjuntiva e nos tecidos respiratdrios identificados pela IHQ e PCR

Identificagdo Conjuntiva Laringe/traqueia Conchas e seios nasais Pulmao Ganglio trigémio
IHQ PCR IHQ PCR IHQ PCR IHQ PCR IHQ PCR
1 - - + + NR + NR + NR NR
2 NR - + - - - - + NR NR
3 NR - NR + NR - NR + NR NR
4 - - + + - - + - NR NR
5 NR - + - - + - NR NR
6 - + + + - - - - NR NR
7 NR + - + - + + + NR NR
8 - - - - - - - - NR NR
9 - - - - + - - - NR NR
10 NR + NR + NR + NR + NR NR
11 NR NR NR + NR - NR + NR NR
12 - - + + - + - + NR NR
13 NR + NR + NR + NR + NR NR
14 NR - NR - NR NR NR - NR NR
16 NR - + - - - - - NR NR
17 - - + - - - - - NR NR
18 NR - NR + NR - NR - NR NR
19 NR NR + + - + NR + NR NR
20 - + + + - + + + NR +
21 NR + + + + + + + NR +
22 NR + NR + NR + NR + NR NR
23 NR + - + - + + + NR NR

N
N

NR - NR - NR - NR - NR NR




NR

NR

NR

NR

NR

NR

25
26
27
28
29
30
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NR

NR

NR

NR

NR
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Anexo 2. Lesdes histolbgicas observadas nos tecidos respiratérios e na conjuntiva das aves de postura comercial

Amostra

Tecido

Infiltrado linfoplasmocitario difuso
e/ou linfofolicular

Necrose epitelial com infiltrado

linfoplasmocitario

Necrose epitelial com infiltrado
linfoplasmocitario e células

sinciciais

Necrose epitelial com infiltrado
linfoplasmocitario e células
sinciciais com corpusculo de

inclusdo

Conjuntiva

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

Pulmao

Conjuntiva

Sem alteragdes

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

+++

Conjuntiva

Laringe/traqueia

Conchas /seios nasais

Pulmao

Sem alteragGes

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

+++

Conjuntiva

Sem alteragGes

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

Pulmao

Conjuntiva

Sem alteragGes

Laringe/traqueia
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Conchas /seios nasais

Pulmdo

Sem alteragGes

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

Conchas /seios nasais

++

Pulmdo

Conjuntiva

Sem alteragdes

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

++

Pulmdo

+++

Conjuntiva

+++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

10

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

11

Conjuntiva

+++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

12

Conjuntiva

Sem alteragdes

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

Sem alteragdes

Conjuntiva

++
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13

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

Tecido autolisado

Pulmdo

+++

14

Conjuntiva

Sem alteragbes

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

Tecido ndo foi coletado

Pulmdo

+++

15

Conjuntiva

Tecido autolisado

Laringe/traqueia

Tecido autolisado

Conchas /seios nasais

Tecido autolisado

Pulmao

Tecido autolisado

16

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

++

17

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

++

18

Conjuntiva

Sem alteragdes

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

19

Conjuntiva

Tecido ndo foi coletado

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

Tecido autolisado
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Conjuntiva +
20 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +++
Pulmdo +++
Conjuntiva +
21 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais Sem alteragbes
Pulmdo +
Conjuntiva +++
22 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +++
Pulmdo F++
Conjuntiva
23 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo +++
Conjuntiva ++
24 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
Conjuntiva ++
25 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo +++
Conjuntiva +4+
26 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
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27

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmdo

++

28

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

+++

29

Conjuntiva

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

+++

30

Conjuntiva

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

+++

31

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

+++

32

Conjuntiva

+++

Laringe/traqueia

+++

Conchas /seios nasais

+++

Pulmao

+++

33

Conjuntiva

++

Laringe/traqueia

++

Conchas /seios nasais

++

Pulmao

+++
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Conjuntiva ++
34 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao +++
Conjuntiva +
35 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +++
Pulmdo F+
Conjuntiva +++
36 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo T+
Conjuntiva +++
37 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
Conjuntiva ++
38 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +
Pulmao +++
Conjuntiva +++
39 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +++
Pulmao +++
Conjuntiva +
40 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais +
Pulmao +++
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Conjuntiva +++
41 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao ++
Conjuntiva +++
42 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
Conjuntiva Sem alteragdes
43 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
Conjuntiva ++
44 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais +
Pulmao ++
Conjuntiva ++
45 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao ++
Conjuntiva +++
46 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao ++
Conjuntiva +
47 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
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Pulmdo ++
Conjuntiva +

48 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmdo ++
Conjuntiva Sem alteragdes

49 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao ++
Conjuntiva ++

50 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais T+
Pulmao Sem alteragGes
Conjuntiva ++

51 Laringe/traqueia +++
Conchas /seios nasais T+
Pulmao ++
Conjuntiva Tecido nao foi coletado

52 Laringe/traqueia Tecido ndo foi coletado
Conchas /seios nasais Tecido nao foi coletado
Pulmao ++
Conjuntiva

53 Laringe/traqueia ++
Conchas /seios nasais ++
Pulmao +++
Conjuntiva Sem alteragGes

54 Laringe/traqueia +++ |

Conchas /seios nasais

Sem alteragGes
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Pulmdo ++

Conjuntiva +++
55 Laringe/traqueia +++

Conchas /seios nasais ++

Pulmdo +++

Conjuntiva ++
56 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

Pulmao ++

Conjuntiva Sem alteragdes
57 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais +

Pulmao +

Conjuntiva ++
58 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais Sem alteragGes

Pulmao ++

Conjuntiva +
59 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais Sem alteragdes

Pulmao +++

Conjuntiva Sem alteragdes
60 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

Pulmao +++

Conjuntiva Sem alteragGes
61 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

58




Pulmdo Sem alteragOes

Conjuntiva Sem alteragGes
62 Laringe/traqueia +++

Conchas /seios nasais +++

Pulmdo +++

Conjuntiva Sem alteragdes
63 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais ++

Pulmao +

Conjuntiva Sem aleteragdes
64 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais +++

Pulmdo F+

Conjuntiva Sem alteragdes
65 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

Pulmao Sem alteragGes

Conjuntiva ++
66 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais

Pulmao

Conjuntiva +
67 Laringe/traqueia +++

Conchas /seios nasais Sem alteragdes

Pulmao ++

Conjuntiva +4+
68 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

59




Pulmdo Sem alteragdes

Conjuntiva ++
69 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais +

Pulmdo ++

Conjuntiva Sem alteragdes
70 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

Pulmdo F+

Conjuntiva ++
71 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais +++

Pulmao +

Conjuntiva Sem alteragdes
72 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais +

Pulmao ++

Conjuntiva ++
73 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais Sem alteragdes

Pulmao Sem alteragdes
74 Conjuntiva Sem alteragdes

Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais ++

Pulmao Tecido autolisado

Conjuntiva Sem alteragGes
75 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais +
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Pulmdo +

Conjuntiva Sem alteragGes
76 Laringe/traqueia +

Conchas /seios nasais +

Pulmao Sem alteragGes

Conjuntiva Sem alteragdes
77 Laringe/traqueia + |

Conchas /seios nasais Sem alteragdes

Pulmdo ++

Conjuntiva +
78 Laringe/traqueia ++

Conchas /seios nasais +

Pulmdo +++

+lesdoleve  ++lesdo moderada +++ lesdo acentuada
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Anexo 3. Questionario epidemioldgico para aves de postura

Nome da propriedade:

Nome do proprietario:

Endereco e telefone:

Veterinario responsavel:

Endereco e telefone:

1- Qual é o nimero total de aves?

2- Em quantos galpdes a granja é dividida?

3- Qual o numero de aves em cada galpao?

4- Quais as idades em que as aves sao divididas?

5- Quais sinais clinicos foram observados e quando foram inicialmente
observados?

6- Ha predominancia no aparecimento dos sinais clinicos em relacao a
idade?

7- Quantas aves doentes?

8- Quantas aves doentes morreram?

9- Quais vacinac¢des sao feitas na granja?

10- Foi usado algum tipo de medicamento? Sim__ Ndo___ Quais?

11- Outras aves tem acesso a granja? Sim Nao
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12- Ha algum funciondrio que possui aves de fundo de quintal? Sim___ Nao
Total de aves Confinadas? Alimentagao

13- Foi observada alguma alteragao na taxa de postura? Diminuiu___ Aumentou____

Nao houve alteragao

14- Foi observada alguma anormalidade nos ovos?

15- Qual a conduta em relagdo as aves mortas?

16- Qual a conduta em relagdo as aves doentes?

Alteragdes macroscépicas:
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