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RESUMO

A laringotraqueite infecciosa (LTI) € uma doenga que acomete o aparelho respiratorio de galinhas.
Em novembro de 2010, foi notificada sua ocorréncia no sul do Estado de Minas Gerais. Visando a
necessidade de controle da doenga, foram realizadas coletas periodicas programadas em 17 das 27
granjas da regido. No total, 159 galinhas de postura de idades multiplas foram necropsiadas, sendo
coletadas amostras de seios e conchas nasais, laringe, traqueia, pulmdes, conjuntiva e encéfalo para
posterior processamento histopatoldgico. Para extracdo de DNA, foram coletados apenas traqueia e
ganglio trigémeo, e em seguida era procedida a PCR. Durante a vigéncia do projeto (2012-2013),
ocorreram trés episodios isolados (em diferentes momentos) sugestivos de LTI, relacionados com a
introducdo de aves ndo vacinadas. As galinhas foram examinadas por veterinarios do Instituto
Mineiro de agropecuaria (IMA), e amostras foram coletadas e enviadas ao laboratério de patologia
da UFMG (um total de 18 galinhas). Cinco amostras positivas para o virus da LTI (GaHV-1),
incluindo uma amostra de estudos anteriores (2011), tiveram fragmentos do genoma sequenciados.
Dois fragmentos para o gene ICP4, e um fragmento para o gene TK, onde foram alinhados a outras
estirpes depositadas no GenBank. As galinhas coletadas durante as visitas foram examinadas
também quanto a presenca de lesdes histopatoldgicas sugestivas de outros patdgenos respiratorios, e
a PCR foram pesquisados Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae. Um fragmento da
regido intergénica (IGSR) e um fragmento do gene mgc2, do genoma do M. gallissepticum, foram
sequenciados e caracterizados. Dezoito codornas (Coturnix japonica) de postura da regido também
foram avaliadas quanto & presenca de lesdes para LTI & histopatologia, assim como para DNA viral &
PCR. As galinhas coletadas durante as visitas programadas as granjas apresentaram lesdes
inespecificas, e apenas quatro apresentaram células sinciciais a histopatologia, porém sem
corpusculo de inclusdo. Ja as galinhas enviadas pelo IMA, apresentaram lesdes compativeis com
LTI, que consistiam em laringite e traqueite fibrinosa aguda difusa moderada associada a
descamacdo do epitélio e fusdo de células epiteliais formando sincicios contendo corpusculo de
inclusdo intranuclear. As amostras sequenciadas tiveram 100% de identidade entre elas, ndo havendo
alteragdo nos fragmentos analisados durante trés anos consecutivos (2011, 2012 e 2013). Além disso,
as estirpes de Minas Gerais apresentaram mutacfes ndo sinbnimas quando comparadas com as
estirpes de um surto ocorrido em 2002, em Sdo Paulo. As sequéncias obtidas ndo foram
caracterizadas como de origem vacinal por ndo apresentaram as delecGes observadas nas vacinas
vivas atenuadas (CEO e TCO). Na analise do fragmento do gene TK nao foi observada a mutagéo na
posi¢do 252 do gene, de uma treonina para metionina (relacionada a maior viruléncia da estirpe). Os
achados epidemioldgicos (baixa mortalidade e morbidade) associados a analise molecular do gene
TK sugeriram que as estirpes eram de menor viruléncia. As vacinas vectoradas para LTI (FPV e
HVT) foram implementadas na regido em Agosto de 2011, porém, como esta alternativa comegou a
ser testada pela primeira vez no Brasil, tornou-se extremamente importante o seu acompanhamento.
A introducdo das vacinas vectoradas foram efetivas em reduzir a infeccdo viral, prevenindo a doenca
clinica e reduzindo a presenca do DNA viral, especialmente no ganglio trigémeo. Dentre as
coinfeccgdes observadas, a micoplasmose foi a principal, e a partir do sequenciamento de fragmentos
do genoma, o M. gallisepticum foi caracterizado com alta variagdo nucleotidica entre as estirpes. As
codornas ndo apresentaram lesdes para GaHV-1 e os tecidos foram negativos a PCR, sugerindo que
estas ndo estdo envolvidas na manutencdo do virus na area. Embora a regido ndo tenha apresentado
outros surtos significativos de LTI, os resultados indicam que o virus ainda encontra-se presente €
circulante entre as aves e as granjas. Medidas de biosseguridade devem ser adotadas, e visam reduzir
ou impedir oportunidades de disseminagdo do virus. Além disso, o programa de vacinagdo deve ser
uniforme para evitar a infeccdo de aves susceptiveis e a ocorréncia de doenga clinica, e este deveria
ser estendido nédo s as aves comerciais, como também as aves de subsisténcia.

Palavras chaves: laringotraqueite infecciosa, GaHV-1, galinhas de postura, histopatologia, PCR,
sequenciamento, Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, codornas de postura.
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ABSTRACT

Infectious laryngotracheitis (ILT) is a disease that affects the respiratory tract of chickens. In
November 2010, its occurrence has been reported in southern Minas Gerais. For control of the
disease, regular scheduled collections of tissues in 17 of the 27 farms in the area were carried out. In
total, 159 laying hens of multiple ages were necropsied, and samples of sinuses and nasal turbinates,
larynx, trachea, lungs, brain and conjunctiva were collected for further histological processing. For
DNA extraction only trachea and trigeminal ganglion were collected, and then PCR was performed
During the period of the project (2012-2013), three isolated episodes (at different times) suggestive
of ILT, related to the introduction of unvaccinated birds occurred. The chickens (total of 18) were
examined by veterinarians of Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), and samples were collected
and sent to the pathology laboratory at UFMG. Five positive samples for ILT virus (GaHV -1),
including a sample from previous studies (2011), had their genome fragments submitted to
sequencing. Two fragments of ICP4 gene and a fragment of TK gene, which have been aligned to
other strains, were deposited in GenBank. The chickens collected during the visits were also
examined for the presence of histopathological lesions suggestive of other respiratory pathogens, and
PCR was performed for Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma synoviae. Specific regions of
the M. gallisepticum genome, a fragment of the intergenic region (IGSR) and a fragment of mgc2
gene, were sequenced and characterized. Eighteen egg-laying quails (Coturnix japonica) of the
region were also evaluated for the presence of lesions for ILT by histopathology, as well as PCR for
viral DNA. The chickens collected during scheduled visits to the farms had nonspecific lesions, and
only four showed syncytial cells at histopathology, but without intranuclear inclusion bodies. On the
other hand, chickens sent by IMA showed lesions compatible with ILT, which consisted of acute
moderate diffuse fibrinous laryngitis and tracheitis associated with desquamation of epithelium and
fusion of epithelial cells forming syncytia containing intranuclear inclusion bodies. The samples
were sequenced and 100 % identity was observed among them, with no change in the fragments
analyzed for three consecutive years (2011, 2012 and 2013). Furthermore, strains of Minas Gerais
showed non-synonymous mutations compared with strains from an outbreak occurred in 2002, in
Séo Paulo. The sequences obtained were not characterized as vaccine strains because no deletions
were seen, in contrast to the sequence of the live attenuated vaccines (CEO and TCO). In the
analysis of the TK gene fragment , mutation were not observed at position 252 of the gene for a
threonine to methionine (related to the increased virulence of the strain). The epidemiological
findings (low mortality and morbidity) associated with molecular analysis of the TK gene suggested
less virulent strains. The vector vaccines for ILT (HVT and FPV) were implemented in the region in
August 2011; however, as this alternative began to be tested for the first time in Brazil, it has
become extremely important to monitor the birds from that area. The introduction of vector vaccines
was effective in reducing viral infection, preventing clinical disease and reducing the presence of
viral DNA, especially in the trigeminal ganglion. Among the co-infections observed, mycoplasmosis
was the most prevalent, and from the sequencing of genomefragments, the M. gallisepticum was
characterized with high nucleotide variation among the strains. No lesions to GaHV-1 were observed
in tissue of quails by histopathology and in addition, all of them were negative by PCR, suggesting
that they are not involved in the maintenance of the virus in the area. Although no other significant
outbreaks of ILT was reported in the area, these results indicate that the virus is still present and
circulating among birds and poultry farms. Biosecurity measures must be adopted with the aim to
reduce or prevent chances of spreading the virus. Moreover, the vaccination program should be
uniform in order to avoid infection of susceptible birds and the occurrence of clinical disease, and
this should be extended not only to commercial poultry, but to backyard chickens as well.

Keywords: infectious laryngotracheitis, GaHV-1, laying hens, histopathology, PCR, sequencing,
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, quails.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6
milhdes de pessoas, direta e indiretamente,
e responde por quase 1,5% do Produto
Interno  Bruto  (PIB) nacional. A
importancia social da avicultura no Brasil
se verifica também pela sua presenca
macica no interior do pais, principalmente
nos estados do Sul e Sudeste. Em muitas
cidades a producéo de frangos € a principal
atividade econémica. Em 2011, a producéo
brasileira atingiu a marca histérica de
13,058 milhdes de toneladas, garantindo ao
Brasil uma posi¢do entre os trés maiores
produtores mundiais de carne de frango,
junto aos Estados Unidos e a China. Na
producdo de ovos, o Brasil ocupa uma
posi¢do mais modesta, sétimo lugar e uma
producdo que corresponde a apenas 3% do
total mundial (UBABEF, 2013).

As doencas respiratorias compreendem o
principal problema sanitario que levam a
perdas na produtividade, e o sistema de
criagio  moderno, baseado em alta
densidade, contribui para a deterioragdo da
qualidade do ar aumentando seus riscos
(Guy e Garcia, 2008).

Dentre essas doencas, destaca-se a
laringotraqueite infecciosa aviaria (LTI),
que é uma doenga viral de notificacdo
compulsoria a OIE (Office International des
Epizooties - World Organization for animal
health), sendo uma doenca aguda e
altamente contagiosa que acomete o trato
superior das aves. As perdas econémicas
atribuidas tém sido importantes em muitos
paises produtores de aves, induzindo
prejuizos econémicos significativos devido
a alta morbidade, mortalidade variavel, e
também pela diminui¢do de postura, além
da perda de peso e susceptibilidade a outras
infeccOes respiratérias (Guy e Bagust,
2003). Apesar de todas as estirpes do virus
da LTI parecerem ser antigenicamente
similares, a viruléncia das estirpes varia de

forma  consideravel, resultando em
infeccBes que vdo de subclinicas até uma
doenca respiratéria grave com alta
mortalidade. As aves afetadas pela forma
mais virulenta apresentam sinais clinicos e
lesBes na traqueia altamente caracteristicos
da doenca, porém a forma mais branda pode
se tornar indistinguivel de outras doencas
respiratdrias (Garcia e Riblet, 2001).

Os surtos podem ocorrer devido ao uso de
vacinas vivas atenuadas, as quais possuem a
capacidade de reverter sua viruléncia. Esses
surtos sdo explicados pela disseminacéo do
virus vacinal, o qual pode adquirir
viruléncia apds a passagem de ave para ave
(Clavijo e Eva, 1997). Alternativamente,
para evitar o problema da reversdo da
viruléncia, uma nova geracdo de vacinas
vectoradas utilizando poxvirus aviario ou
herpesvirus de perus geneticamente
modificado com expressdo génica do virus
da LTI tem sido desenvolvidas e
implementadas no seu controle (Tong et al.,
2001 e Johnson et al., 2010).

Um  estudo  demonstrou que ©
sequenciamento de DNA pode ser usado
para 0 monitoramento e levantamento
epidemioldgico, contribuindo para a
identificacdo da origem do virus envolvido
nos surtos efou tipificando o virus
circulante, principalmente do gene ICP4
(infected cell protein), (Chacon e Ferreira,
2009). A sequéncia do gene TK (thymidine
kinase) por sua vez, pode ser utilizada para
diferenciar isolados de alta ou baixa
viruléncia (Han e Kim, 2001).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
monitorar galinhas de postura comercial
com vacinacdo vectorada contra a LTI,
incluindo a caracterizacdo molecular do
GaHV-1 circulante no periodo de 2011-
2013, juntamente com reconstrucdes
filogenéticas com base em sequéncias de
genes ICP4 e TK.. Além disso, também foi
realizado um estudo sobre sua detecgdo em
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outros possiveis hospedeiros como as
codornas e seus diagnésticos diferenciais,
incluindo a caracterizagdo molecular de
estirpes de M. gallisepticum com base em
sequéncias da regido intergénica (IGSR) e
do gene mgc2.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Etiologia

A LTI é uma doenca onde o agente
etioldgico é o virus da laringotraqueite
infecciosa, membro da familia
Herpesviridae, do género lltovirus. O virus
¢ taxonomicamente identificado como
Gallid herpesvirus 1, GaHV-1 (Guy e
Bagust, 2003). O genoma é constituido por
fita dupla linear de DNA, com
aproximadamente 155 Kb constituido de
uma regido longa Unica (UL) de 120 kb e
uma regido curta Unica (US) de 17 kb,
flanqueada por regides chamadas de
sequéncias repetidas invertidas (IR e TR) de
9 kb cada uma. Onze regides codificadores
de proteina - open reading frame (ORF)
conservadas do virus possuem homologia
com as glicoproteinas do genoma do
Herpesvirus simplex tipo 1, denominadas
0B, oC, gD, gE, gF, gG, gH, gl, gL, gM e
gN (Fuchs et al., 2007).

A gB é essencial para a fixacdo e
penetragdo  dos  virus nas  células
hospedeiras. Ela esta envolvida na
propagacao célula a célula e na formagéo de
sincicios (Liang et al., 1991;. Okazaki,
2007). A gB induz ainda resposta imune
humoral e mediada por células (Tong et al.,
2001). A gC é uma proteina estrutural e ndo
essencial para a replicacdo viral em cultura
de células. Esta glicoproteina esta envolvida
na adesdo viral e na sua viruléncia
(Mettenleiter et al., 1990). A gE e gl séo
proteinas n&do-essenciais e desempenham
um papel significativo na difusdo de célula
a célula pelo GaHV-1 (Devlin et al.,
2006a). A gG serve como um fator de
viruléncia. Virus com deficiéncia de gG
tem menor viruléncia, produzem sinais
clinicos mais brandos, e tem menor efeito
sobre a mortalidade (Devlin et al., 2006b).
A gJ é uma glicoproteina ndo essencial e
estrutural. Sua deficiéncia tem mostrado

efeitos menores sobre a propagacédo célula a
célula pelos virus. Além disso, reduz a
viruléncia (Fuchs et al., 2005). A gM e gN
sdo importantes para a replicacdo dos
alphaherpesvirus em cultura de células
(Roizman e Knipe, 2001).

A proteina  reguladora  de
transcricdo, também conhecida como
proteina da célula infectada 4 (ICP4) é
produzida antes do inicio do ciclo de
replicacdo. Ela é responsavel pela regulacao
da expressao de genes precoces e tardios na
infeccdo dos herpesvirus (Jonhson et al.,
1995, Chang et al., 1997, Graham et al.,
2000). O ICP4 tem capacidade de
autorregulagdo e regula a expressdo de
outros genes por ligacdo direta nos sitios de
alta afinidade dentro dos promotores dos
genes de infeccdo precoce (Jonhson et al.,
1995). A ORF codificante da ICP4 possui
4386 nucleotideos, contendo dois dominios
de alta homologia que tém sido relatados
como sendo regides conservadas entre 0s
alphaherpesvirus. A ICP4 é uma regido
funcionalmente importante, sendo
relacionada com a regulacdo génica.

Ja a sequéncia completa do gene thymidine
kinase (TK), localizada na regido Unica
longa (UL23), foi realizada por Griffin e
Boursell (1990) e um fragmento desta
sequéncia pode ser utilizada para
diferenciar isolados de alta ou baixa
viruléncia (Han e Kim, 2001).

No momento da infec¢do, o virus se liga
aos receptores de membrana, ocorrendo
posteriormente a fuséo do envelope com a
membrana celular. Desta forma, o
nucleocapsideo vai para o citoplasma e é
transportado até a membrana nuclear. Em
seguida, o DNA viral migra pelos poros da
membrana nuclear e inicia a transcrigéo e
replicacdo no ndcleo da célula. As novas
particulas formadas saem da célula ao lisa-
la ou por fusdo & membrana citoplasmatica
e posteriormente exocitose (Guy e Garcia,
2008).

2.2 — Epidemiologia

A ocorréncia da LTI foi comprovada em
diversos paises como EUA (Guy et al.,
1991), Australia (Coppo et al., 2012), Italia
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(Moreno et al., 2010), Inglaterra (Hughes et
al.,, 1991), Ird (Sadeghi et al., 2011),
Canada (Ojkic et al., 2006) e Suica (Neff et
al, 2008). No Brasil a primeira descricdo de
isolamento e identificacdo do GaHV-1 foi
em 1974 (Hipdlito et al., 1974). No Estado
do Rio de Janeiro, foi descrita a primeira
epidemia severa entre 1981 e 1982 (Araujo
et al., 1982). Estas constatacGes ndo foram
notificadas as autoridades sanitérias, e, com
isso, nenhuma medida de Defesa Sanitaria
Animal foi tomada para o seu controle,
sendo assim o0 uso de vacinas vivas
atenuadas ainda ndo havia sido autorizado
em Nosso pais.

Em dezembro de 2002, foi descrito no
Estado de Sdo Paulo um surto de LTI,
incluindo a presenga de virus vacinal, no
municipio de Bastos, atingindo 182
propriedades de exploracdo de aves para
postura comercial de ovos (Chacon e
Ferreira, 2009). A notificacdo ao Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), em dezembro de 2002,
proporcionou o inicio dos trabalhos de
investigacdo epidemioldgica e a publicacdo
da Portaria CDA n°2 (Sdo Paulo, 2003) que
proibiu o transito interestadual de aves de
postura adultas para qualquer finalidade,
com o objetivo de impedir a disseminagéo
da doenca para outras unidades da
Federacdo (S&o Paulo, Estado, 2003).

Em novembro de 2010, o Instituto Mineiro
de Agropecuario (IMA) notificou pela
primeira vez a0 MAPA uma suspeita da
doenca no sul do Estado de Minas Gerais.
Logo apds a notificacdo pelo veterinario
responsavel, as granjas foram interditadas
pelo servigo oficial. Amostras teciduais
foram coletadas e a infec¢do das aves pelo
GaHV-1 foi confirmada pelo isolamento
viral e PCR em tempo real. A confirmacéo
por meio desses testes foi realizada no
Laboratorio Nacional Agropecudrio
(LANAGRO) de Campinas, Sao Paulo.
Dentre  0s  municipios  envolvidos,
encontram-se Itanhand(, Passa Quatro,
Pouso Alto e Itamonte. O surto de
laringotraqueite no Estado de Minas Gerais
foi descrito posteriormente por Preis et al.,
(2013Db).

2.3 — Infeccéo e patogenia

A galinha é o hospedeiro primario e natural
do GaHV-1. Alguns trabalhos tém descrito
a doenga também em faisdes e pavoes
(Graham & Boycott, 1981) e em perus
(Portz et al., 2008). A porta de entrada do
virus sdo as vias respiratorias superiores e a
via oral. As aves com infec¢do clinica séo
as principais fontes de transmissdo. No
entanto, a transmissdo também pode
acontecer a partir de cama e materiais
contaminados. Em um estudo sobre a
transmissdo indireta da LTI, Kingsbury e
Jungherr (1957), atribuiram a transmissao a
falta de desinfecgdo de roupas e pertences
dos trabalhadores das granjas, ao acesso de
cées e corvos as carcagas de aves. Também
atribuiram a transmisséo a métodos
inadequados de eliminagcdo de carcacas,
onde havia o empilhamento de carcacas em
incineradores e em lixGes, onde havia a
presenca de ratos.

Né&o foi comprovada a transmisséo vertical
(Cover, 1996). As vias de eliminacdo do
virus sdo as secrecOes oronasais e tem
inicio de seis a oito dias apds infecgdo
(Purcell e McFerran, 1969), sendo que o
periodo de incubacéo da doenca é de seis a
doze dias para infeccdo natural. Ja em
inoculagdo experimental intratraqueal, o
periodo de incubacdo é de dois a quatro dias
(Kernohan, 1931).

O virus multiplica-se principalmente no
epitélio da laringe e traqueia, e em outras
membranas e tecidos como a conjuntiva,
mucosa nasal e dos seios, sacos aéreos e
pulmdes, estando presente nos tecidos da
tragueia e na secrecdo traqueal por seis a
oito dias ap6s a incubacdo (Guy et al.,
1991). A infeccdo do trato respiratério na
auséncia de sinais clinicos é a principal
caracteristica que favorece a persisténcia do
virus em uma populacdo, tendo sido
comprovada sua duracdo de laténcia em até
16 meses no ganglio do nervo trigémeo em
2% das aves infectadas com o virus de
campo e em 50% ou mais pelo mesmo
periodo em galinhas inoculadas com virus
vacinal (Bagust, 1986).

2.4 - Sinais clinicos

Os sinais clinicos predominantes ocorridos
nos surtos incluem reducéo na alimentacéo
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e consumo de agua e variam de acordo com
a forma da doenca. Na forma leve incluem
apatia, espirros, descarga nasal e
conjuntivite, além da diminuigdo na
alimentacdo e consumo de agua. Na forma
severa pode haver expectoragdo de muco
sanguinolento, inchago evidente dos seios
nasais, paranasais (infra-orbitarios),
dispneia grave e tosse. NOs casos severos, a
morte ocorre em dois ou trés dias. Além
disso, a doenca leva a uma reducdo na
producdo de ovos (Moreno et al., 2010).

2.5 - Lesdes macroscopicas

As lesbes macroscopicas sdo observadas
mais frequentemente no trato respiratério
superior, em especial na laringe e traqueia,
e variam de um acimulo de muco nos casos
mais brandos (Linares et al., 1994,
Timurkaan et al.,, 2003) a uma
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. Em varios
casos, acumulo de material caseoso com
fibrina pode ser observado na laringe e
parte inicial da tragqueia, levando a morte
por sufocamento. Quando as aves morrem
dessa forma, € comum a ocorréncia de
cianose que pode ser observada no
momento da morte.

2.6 - Lesdes histologicas

Histopatologicamente as primeiras
mudancas morfoldgicas sdo a hiperplasia e
hipertrofia das células caliciformes, sendo
que os sitios primarios da infec¢do do virus
da LTI sdo células ndo ciliadas. Em seguida
ha uma descamacdo do epitélio, com
acumulo abundante de exsudato
serofibrinoso e restos celulares. As poucas
células epiteliais remanescentes da mucosa
devastada proliferam a partir do sexto dia
pos-infeccdo, e a traqueia obtém um
epitélio normal sem a proliferacdo de

fibroblastos, que resultaria em regeneracéo
(Hayashi et al., 1985).

A fusdo das células epiteliais formando
grandes sincicios com corplsculos de
inclusdo intranucleares podem ser visiveis
entre o primeiro e quinto dia pés-infeccao,
desaparecendo em funcdo da descamacdo
epitelial (Purcell, 1971). Timurkaan et al.,
(2003), observaram também exsudato
contendo restos de células epiteliais,
hetero6filos e hemacias no Iumen da laringe,
traqueia e cavidade nasal. Sellers et al.,
(2004) afirmam que nem sempre as lesdes
histoldgicas estdo presentes como na forma
classica da LTI, desta forma, os corpusculos
de inclusdo intranucleares apresentaram-se
infrequentes, apesar de patognoménicos,
tornando o diagndstico histopatoldgico
dificil. Os corpulsculos de inclusdo séao
resultado da atividade bioquimica de
replicacdo viral no ndcleo da célula
(Reynolds et al., 1967).

2.7 - Diagnéstico

A doenga grave pode ser diagnosticada com
base no histérico, sinais clinicos, lesdes na
necropsia e achados histopatoldgicos
caracteristicos. Exames complementares
para deteccdo viral sdo necessarios para
confirmar o diagnostico da doenca
subclinica, também chamada de silenciosa
(Timurkaan et al., 2003). A imunidade
contra a LTI em galinhas é determinada
primariamente pela resposta imune mediada
por células. Portanto ndo é recomendado o
monitoramento  sorolégico das  aves
vacinadas com a vacina viva atenuada
usando teste de ELISA (Clavijo e Eva,
1997).

O isolamento viral pode ser feito pela
inoculacdo de suspensBes virais de
exsudatos respiratorio e conjuntival, ou
raspados de traqueias, na MCA (membrana
corioalantbica) de ovos embrionados SPF
(Specific Pathogen Free) de 9 a 10 dias de
incubacdo. Apds dois a cinco dias de
inoculacdo, ha producdo de placas opacas
na MCA (efeito citopatico) ou morte
embrionéria (Hughes e Jones, 1988).

Para um diagndstico mais rapido, a técnica

de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
aliada a andlise de polimorfismo de
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fragmentos de restricdo (RFLP) mostrou-se
como uma escolha racional, pois permitia
detectar e rastrear a origem de uma
determinada variante do virus (Clavijo e
Eva, 1997). Em paises onde a vacinago
viva atenuada é aconselhada, como nos
Estados  Unidos,  foram  utilizados
protocolos de PCR-RFLP com o objetivo
de indicar evidéncias moleculares de que
surtos de LTI estavam relacionados com
isolados vacinais que reverteram viruléncia
ap0s passagens em aves susceptiveis
(Oldoni e Garcia, 2007).

Estudos recentes demonstraram que o0
sequenciamento de uma regido especifica
do genoma (ICP4) podem gerar resultados
confidveis para a diferenciagdo entre as
cepas vacinais e selvagens ou de campo.
Além disso, o sequenciamento de DNA
pode ser usado para monitoramento e
estudos epidemioldgicos, contribuindo para
a identificacho da origem do virus
envolvido nos surtos e/ou tipificando o
virus circulante (Chacon e Ferreira, 2009).

Uma vez que as lesdes e sinais clinicos
respiratorios sdo bastante semelhantes entre
os diferentes patdgenos respiratorios em
aves, para o diagndstico conclusivo da LTI,
sd0 necessarios exames complementares
como a PCR e/ou isolamento viral (Sellers
et al., 2004). A deteccdo do agente viral
pode ser feita ainda por imunofluorescéncia
direta, hibridizacgdo de DNA e imuno-
histoquimica (Guy e Garcia, 2008).

A imuno-histoquimica para LTI é baseada
na observacdo de sinal positivo para
marcacao da proteina viral gJ no citoplasma
de células sinciciais, assim como de células
aparentemente normais (Fuchs et al., 2007).
Uma das vantagens da imuno-histoquimica
em relacio a técnica de PCR é a
possibilidade da visualizagdo da lesdo
associada ao agente infeccioso,
confirmando a ocorréncia e também
demonstrando a distribui¢do do virus pelos
tecidos. Anticorpos monoclonais
especificos para as proteinas gC e gJ sdo 0s
mais utilizados na imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia, uma vez que aves
infectadas pelo GaHV-1  produzem
anticorpos contra essas duas proteinas
(Fuchs et al., 2007).

2.8 — Controle

2.8.1 — Biosseguridade

Medidas de vazio sanitdrio e higiene,
cuidados com objetos, equipamentos e
veiculos potencialmente contaminados, e
controle de roedores e cées representam
medidas de importancia vital. O virus é
sensivel ao cloroformio e éter, e é inativado
pelo calor quando exposto a 38°C por 24
horas (Fitzgerald e Hanson, 1963;
Meulemans e Halen, 1978; Giambrone et
al., 2008). Apesar do virus da LTI ser
sensivel ao calor, ele pode sobreviver na
cama e em carcagas por alguns meses
(Kingsbury e Jungherr, 1957).

Giambrone e Macklin (2011) demonstraram
gue o &cido citrico e o hipoclorito de sédio
ndo sdo adequados para a inativacdo do
virus vacinal (atenuado), utilizado em
sistemas de abastecimento de 4gua
(permanecendo  em  biofilmes  dos
bebedouros). Entretanto, estes mesmos
autores afirmaram que o bissulfato sodico e
peroxido de hidrogénio sdo efetivos em
remover o virus. O GaHV-1 é sensivel aos
agentes lipoliticos e desinfetantes comuns
(Hanson, 1991).

A restricdo de hospedeiros ao virus da LTI,
a instabilidade do virus ao meio ambiente e
a ineficiéncia da transmissdo vertical, séo
fatores que permitem que acdes restritivas
de biosseguranca evitem a disseminagdo da
doenca. Além dessas, a eliminagdo de aves
afetadas ou identificadas como albergando
a forma latente do virus e a vacinagéo
também podem ter resultados eficientes. A
laténcia é certamente o maior impedimento
para 0s programas de controle da
laringotraqueite  infecciosa (Bagust e
Johnson, 1995).

2.8.2 - Vacinacao

Dois tipos de vacinas vivas atenuadas tém
sido utilizados amplamente no controle da
doenca: a vacina atenuada por uma série de
passagens em ovos embrionados (CEO —
chicken embryo origin) (Samberg et al.,
1971); e a vacina gerada por mdaltiplas
passagens em cultura de tecidos (TCO -
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tissue culture origin) (Gelenczei and Marty,
1964). A CEO oferece melhor protecédo
guando comparada a TCO, que oferece
menor resposta vacinal. Ambos o0s virus
vacinais TCO e CEO possuem consideravel
viruléncia residual (Guy et al., 1991).

2.8.21 - Vias de administracdo e
reacdo pos-vacinal

As vacinas vivas ou inativadas podem ser
administradas ao lote inteiro, através da
agua de beber ou nebulizacdo, ou as aves
individualmente, especialmente  pelo
método de colirio, inje¢cdo ou perfuracdo da
membrana da asa (Garcia e Riblet, 2001).

Devido a severidade das reacdes pos-
vacinais para LTI, as vérias vias de
administracdo ~ foram  extensivamente
estudadas. Da mesma forma que o virus
selvagem, vacinas vivas com 0 Vvirus
modificado podem produzir sinais clinicos
da doenca, lesdes traqueais, reducdo do
ganho de peso e mortalidade, dependendo
da estirpe e da idade das aves afetadas (Guy
e Garcia, 2008).

Vacinagdes via agua de bebida e aspersao
foram rotineiramente usados na industria de
frangos de corte (Guy e Garcia, 2008).
Ainda que a administracdo através da agua
de bebida seja muito segura, a rapidez, a
duracéo e a homogeneidade da protecdo néo
sdo tdo eficientes como a proporcionada
pela vacinacdo individual pelo método de
colirio. A protecdo ndo uniforme da
vacinacdo na &gua de bebida pode ocorrer
por doses sub-6timas da vacinacdo recebida
por cada ave, ou, algumas aves podem nao
beber a 4gua contendo vacina no tempo em
que a vacina ainda estd viavel (Rodriguez-
Avila et al., 2008). A via de administragdo
pela 4gua de bebida também apresenta o
fato de que os virus de vacinas vivas
derivadas de CEO podem aderir a biofilmes
no sistema de agua de bebida, e podem
permanecer na agua e infectar as aves de
novos lotes ndo vacinados. Residuos na
agua de bebida podem promover uma fonte
de transmissé@o de ave para ave, resultando
em reversdo da viruléncia (Giambrone e
Macklin, 2011).

A replicacdo dos virus vacinais na mucosa
da traqueia varia dependendo da via de
administracdo. A efetividade da vacinagéo
depende da infeccdo da mucosa nasal,
sendo assim 0 sucesso na transmissdo do
virus vacinal da LTI ocorre no inicio da
infeccdo, enquanto o virus estd ativo
replicando na mucosa traqueal. A
administracdo por nebulizacéo é eficaz, mas
aumenta a reacdo poés-vacinal, j& que a
vacina alcanca o trato respiratério médio e
profundo. A dose da vacina nunca deve ser
reduzida na tentativa de reduzir a reacdo
pos-vacinal. O resultado seria uma infecgdo
recorrente e uma imunizacdo ineficiente
(Coppo et al., 2012).

2.8.2.2 - Reversao da viruléncia

Nos ultimos 40 anos nos Estados Unidos, a
vacinagdo viva atenuada foi a principal
ferramenta usada para controlar o avango da
LTI. A vacinagdo, com vacinas atenuadas,
produz bons resultados, mesmo durante
surtos clinicos que afetam animais ndo
previamente vacinados. Os anticorpos
maternos ndo dao protecdo, assim as aves
podem ser vacinadas no primeiro dia, com a
protecdo tornando-se eficaz de seis a oito
dias ap6s a administracdo. Contudo, a
vacinagdo é reservada para aquelas areas
onde 0 GaHV-1 esta presente, ou se sabe,
que estd nas vizinhangas, ja que 0s virus
vacinais persistem no ambiente ap6s a
vacinagdo. Garcia e Riblet, (2001),
demonstraram ainda que diferentes areas
geograficas dos Estados Unidos, onde a
vacinagdo com CEO é uma pratica comum,
75% dos isolados dos surtos sdo derivados
da vacina, a qual em aves ndo protegidas
pode promover a reversdo da viruléncia,
apés a passagem de ave para ave,
resultando em surtos.

Em um surto ocorrido na Carolina do Norte
o0s virus vacinais foram indistinguiveis dos
isolados obtidos a partir do surto baseado
na andlise de endonucleases de DNA de
restricdo (Guy et al., 1989). A replicacdo
das vacinas CEO e TCO de LTI séao
similares, ambas apresentaram uma
replicacdo local na conjuntiva do olho e
traqueia, e possuem a capacidade de
transmitir por contato a aves expostas,
porém as vacinas CEO replicam e se
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espalham mais rapidamente que as vacinas
TCO (Rodriguez-Avila, et al., 2007).

A reversdo de viruléncia em amostras
vacinais ja foi demonstrada para outros
agentes como o virus da bronquite
infecciosa (Hopkins e Yoder, 1984),
poliovirus humano (Cann et al., 1984) e o
virus da cinomose (Appel, 1978).

Estudos onde amostras vacinais de LTI
foram sequencialmente passadas de ave
para ave, demonstraram que sua
transmissdo em aves promove a perda da
atenuacdo e a reversdo em viruléncia. Por
exemplo, um virus atenuado em 20
passagens embrionarias ou celulares pode
reverter a patogenicidade apds 10 passagens
em aves susceptiveis (Guy et al., 1989).

Evidéncias indicam que surtos em lotes
vacinados foram causados por uma
imunidade baixa frente as vacinas com
titulos virais baixos. Em alguns casos,
surtos esporadicos em lotes vacinados
podem ocorrer pela reativacdo do virus
vindo de wuma fase latente. Fatores
estressantes como muda forgada, inicio da
maturidade sexual e realojamento vao
induzir uma fase de reativacdo em que 0
virus ativa sua replicacdo, e, em
consequéncia, h4 o retorno da eliminagéo
do virus (Hughes et al., 1991). O
mecanismo que leva ao aumento da
viruléncia das vacinas CEO ainda néo foi
determinado. O aumento da viruléncia
poderia ocorrer por mutagdo , como
demonstrado em vacinas para poliovirus em
humanos (Cann et al., 1984), ou pode
resultar da selecdo de subpopulagtes
virulentas, como demonstrado no virus da
influenza aviaria (Brugh, 1988).

2.8.2.3 — Vacinas vectoradas

Recentemente, foi desenvolvida uma nova
geragdo de vacinas recombinantes ou
vectoradas a partir do poxvirus aviério ou
herpesvirus dos perus, produzindo vacinas
que carreiam genes da LTI. A vacina
vectoradaFPV  (Fowlpoxvirus) — LTI
(Vectormune ® FP-LT; Ceva Animal
Health, Lenexa, KS,USA) expressa
glicoproteinas do GaHV-1, a glicoproteina
B (gB) e genes UL-32, e é aconselhada a

administracdo via membrana da asa em
aves de 1 semana de idade. Outra vacina
disponivel para comercializacdo no Brasil é
a vectorada LTI - Doenga de Marek,
utilizando como vetor HVT (herpesvirus of
turkeys), codificando a glicoproteina I (gl) e
gD (Innovax®-ILT; Intervet International
B.V., Whitehouse Station, NJ, USA), que
possui aplicacdo in-ovo, em embrides de 18
dias de idade (Coppo et al., 2013).

Tong et al. (2011), testou a eficacia da
protecdo de uma vacina vectorada (FPV)
com expressao da glicoproteina gB do virus
LTI em frangos livres de patogenos
especificos (SPF) e comerciais. Seus
resultados indicaram um grau de protecao
imune similar a induzida pelas vacinas
convencionais vivas atenuadas. A vantagem
dessa vacina é a auséncia de transmissdo de
ave para ave e, também, ndo causando
infeccdo latente ou reversdo de viruléncia.
Assim, essa nova vacina vectorada oferece
uma vacinagdo mais segura, alternativa para
as vacinas atenuadas, CEO e TCO.

Em outro estudo realizado por Davison et
al., (2006), o autor sugere que a vacina deve
ser aplicada cuidadosamente em cada ave
para obter a protecdo uniforme do lote,
sendo que esta deve ser aplicada na
membrana da asa. Porém em aves expostas
previamente ao poxvirus ou quando é feita
administracdo imprépria da FPV-LTI a
protecdo pode ser inadequada. Em um
estudo feito por Johnson et al. (2010), em
regides com forte desafio viral, as vacinas
vectoradas falharam em garantir protecédo
contra a doenga, entretanto em regides com
desafio viral leve a moderado, essas vacinas
foram eficientes.

2.9 Diagnostico diferencial

Uma grande variedade de patdgenos tem
sido associada a infec¢Bes respiratorias em
aves, incluindo o GaHV-1, e dentre seus
principais diagnosticos diferenciais
encontram-se: metapneumovirus aviario
(AMPV), (Cavanagh et al., 1999), influenza
virus aviario (AlV), (Chacon et al., 2007),
virus da bronquite infecciosa (IBV)
(Cavanagh et al., 2002), virus da doenca de
Newcastle (NDV), (Pang et al., 2002),
forma diftérica do poxvirus aviério
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(Fatunmbi et al., 1995), além de infeccBes
bacterianas, como Mycoplasma spp.
(Nascimento et al., 1993; Lauerman, 1993),
Avibacterium paragallinarum (Scholz et al,
1994) e Ornithobacterium rhinotracheale
(Canal et al., 2005). Esses patogenos
respiratérios sdo de grande importancia,
uma vez que podem causar doenca
independentemente ou em associacdo
(Yashpal et al., 2004). As severidades das
lesbes podem  ser exacerbadas e
prolongadas por infec¢bes concorrentes
(Mohamed et al, 1969) ou ainda, no caso de
aves  expostas a  condicbes  de
imunossupressdo causada por exemplo por
micotoxicoses ou o0 virus da doenca
infecciosa da bursa (Otim et al, 2005).

A micoplasmose atualmente € o maior
problema mundial na industria avicola,
devido aos prejuizos econdmicos como
condenagd0 ou menor rendimento de
carcaca, reducdo na producdo de ovos e
aumento do gasto com medicamentos. O
controle da infeccdo pelo Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae tem
sido baseado na biosseguridade. Nas areas
onde a erradicagdo por esses métodos é
dificil de atingir, a vacinagdo com vacinas
vivas atenuadas é utilizada como alternativa
na estratégia de controle (Whithear et al.,
1996). Com o aumento mundial do uso
dessas vacinas vivas, o desenvolvimento de
técnicas que permitam a diferenciacdo das
estirpes selvagens das estirpes vacinais é
particularmente importante.

Algumas técnicas tem sido desenvolvidas
para diferenciacdo das diferentes estirpes,
incluindo analise do perfil de proteinas
(Khan et al., 1987), polimorfismo no
comprimento do fragmento de restricdo
(RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorfism) (Kleven et al., 1988) e PCR
utilizando primers especificos (Nascimento
etal., 1993).

Recentemente, métodos de sequenciamento
tém sido introduzidos como uma nova
ferramenta para o estudo da epidemiologia
molecular do Mycoplasma gallisepticum.
Diferentemente de outros meios usados
para sua identificacdo, os métodos de
sequenciamento ndo requerem o isolamento

do organismo testado em meios de cultura,
0 que representa uma  vantagem
significativa. O sequenciamento de regides
alvo é um método de diferenciacdo
altamente reprodutivo e permite o
desenvolvimento de um banco de dados
compardveis entre laboratérios (Ferguson et
al., 2005).

Sequenciando um maior nimero de alvos
genéticos aumenta o  poder de
discriminacdo das diferentes estirpes
(sequenciamento  multilocus). Para a
bactéria M. gallisepticum, o poder
discriminatério  maximo é  obtido
sequenciando os genes IGSR (intergenic
spacer region) e mgc2 (M. gallisepticum
cytoadhesin) (Armour et al., 2013). A
regido intergénica (IGSR), localizada entre
0S genes 16S e 23S ribossomais dos
micoplasmas tem sido demonstrada como
sendo variavel nas sequéncias e em
tamanho entre as espécies de micoplasma
(Raviv et al., 2007). O gene mgc2 codifica
uma citoadesina secundaria que possui a
funcdo de participar no processo de adesdo
ao epitélio respiratério do hospedeiro
(Fergunson et al., 2005).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

= |dentificagdo de galinhas que
alberguem 0 GaHV-1
utilizando técnicas laboratoriais
para diferenciar aves doentes
e/ou aparentemente saudaveis
da regido da Mantiqueira, que
inclui os  municipios de
Itanhandd, Itamonte, Passa-
quatro e Pouso Alto.

= Confirmar a presenca do
GaHV-1 a partir de material
genético (DNA) coletado da
traqueia e ganglio do nervo
trigémeo com
oligonucleotideos iniciadores
especificos.

»= Determinar o comportamento
da atividade viral (GaHV-1)
pela PCR e sequenciamento na
regido do foco antes e ap0s a
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introducdo de uma vacina
recombinante para o controle
da doenga.

= Avaliar pela histopatologia e
pela PCR a presenca de
infeccbes concomitantes que
sugerem associacdo com outro
agente etiologico como
Mycoplasma gallisepticum e
Mycoplasma synoviae.

= Avaliar  macroscopicamente,
histopatologicamente e pela
PCR a infeccdo pelo GaHV-1
em outros possiveis
hospedeiros, como as codornas.

3.2. Objetivos especificos

= Avaliar macroscopicamente e
histopatologicamente os tecidos
respiratorios e relacionar com
as lesdes especificas do virus
da laringotraqueite infecciosa.

= Associar as alteragdes
macroscépicas e
histopatoldgicas caracteristicas
das doencas investigadas e
relacionar com o0s testes
especificos com o intuito de
estabelecer a ocorréncia de
doenca clinica no animal e néo
apenas a infecgdo (em vista do
estado de laténcia do virus da
laringotraqueite e  estado
portador ou estirpe vacinal para
outros agentes).

= Testar amostras teciduais
congeladas incluindo traqueia e
ganglio do nervo trigémeo pela
PCR comparando aves
vacinadas e ndo vacinadas com
vacinas vetorizadas.

= Caracterizagdo molecular do
GaHV-1 pelo sequenciamento
de nucleotideos, pela obtencéo
de sequéncias nucleotidicas de
genes virais para se realizar um
estudo filogenético em
comparagdo com  amostras
descritas em outros estados
e/ou paises. Alem disso,
estabelecer se o virus tem
relagdo com cepas vacinais
originadas de vacinas vivas

atenuadas em embrido (CEO)
ou tecido celular (TCO).

= Determinar a patogenicidade ou
viruléncia do virus pela
mortalidade, morbidade, sinais
clinicos, lesdes e analise da
sequéncia timidina quinase

(gene TK).

= Obter, dos casos positivos para
Mycoplasma gallisepticum,
sequéncias nucleotidicas

caracterizando a estirpe
envolvida na infeccdo, se
vacinal ou selvagem.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Historico

Em novembro de 2010, ocorreu um surto de
doenca respiratéria na regido sul de Minas
Gerais que levou a queda da produgdo de
ovos e aumento da mortalidade, em uma
area com grande concentracdo de galinhas
de postura comercial variando de 100.000 a
2.900.000 entre as granjas (Preis et al.,
2013b). Os sinais clinicos apresentados
pelas aves, bem como as lesbes
macroscopicas, sugeriram tratar-se de um
surto de LTI Responsaveis técnicos das
granjas notificaram a suspeita ao IMA 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 medidas
restritivas para comercializagéo de aves, e 0
transporte da cama de frango e de carcaca
foram implementadas. Posteriormente foi
realizada coleta de material para a
confirmacdo da suspeita.

Foram coletados suabes de traqueia,
sangue, e cabeca com a traqueia das aves
doentes e enviada ao Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO), de S&o Paulo,
no qual foi confirmado o surto de LTI pela
PCR. Os quatro municipios envolvidos no
surto foram: Itamonte, Itanhandd, Passa-
Quatro e Pouso Alto. As granjas
permaneceram em vistoria constante para
verificar o aparecimento de sinais clinicos,
e medidas de controle do transito das aves e
excretas foram tomadas para conter o surto.

23



Foi autorizada pelo MAPA em 24 de maio
de 2011 a vacinagdo das aves de postura
com vacinas vectoradas (FPV-LTI e HVT-
LTI) para controle do surto, associada a
medidas de biosseguranca, ficando proibida
na regido a vacinagdo com vacinas vivas
atenuadas. A vacinacdo com a vacina
vectorada foi iniciada em agosto de 2011,
acompanhada pelo servico veterinario
oficial do IMA, no incubatdrio e/ou aos 26
a 35 dias de idade. Como essa alternativa
para o controle da LTI comecou a ser
testada nessa regido pela primeira vez no
Brasil, tornou-se extremamente importante
0 acompanhamento para detectar 0

Confirmacgéo diagnodstica
LANAGRO
UFMG

Nov. 2010 *

Maio 2011

', Episodioclinico1l Episodio clinico3

comportamento dos niveis de atividade
viral das granjas do foco.

Trés surtos ocorreram durante a vigéncia do
projeto, de aves que foram introduzidas sem
vacinagdo para laringotraqueite infecciosa
aviaria na regido. O primeiro ocorreu em
agosto de 2012, o segundo em outubro de
2012 e o terceiro em setembro de 2013,
onde as aves apresentaram sinais de doenca
respiratoria aguda grave. A representacao
esquematica resumindo o historico da
doenca na regido da serra da Mantiqueira
pode ser obeservada na figura 1.

Agosto Qutubro
2012 2012

Set. 2013

Surto de doenca . .
respiratéri ¢ Autorizac8o da vacina EP'SOC’ID
piratéria s,
Notificacdo ac MAPA vectorada
da suspeitade LTI l ',
l FPV-LTI HVT-LTI

Interdicdo
das granjas afetadas

Figura 1: Representacdo esquematica do historico da LTI na regido da serra Mantiqueira.

4.2 Localizacéo das granjas

Foram estudadas galinhas e
codornas de postura de granjas comerciais
localizadas no sul do estado de Minas
Gerais, na regido da Serra da Mantiqueira
(Figura 2), nas cidades Itanhandu, Itamonte,
Passa-Quatro e Pouso Alto. A regido
localiza-se a aproximadamente 450 km de
Belo Horizonte. Nesta regido esta
concentrada a maior producdo de ovos do
Estado, com 27 granjas e uma populacdo de

aproximadamente 10.000.000 de aves
(Figura 3).

As granjas sdo divididas em média entre
guatro a 25 galpdes, sendo as galinhas
divididas entre 17 e 95 semanas de idade, e
em algumas até 110 semanas. Algumas das
granjas fazem sua propria recria, possuindo
entdo alguns galpdes para criacdo das aves
até o momento da postura. Outras possuem
galpBes automatizados, onde as aves sdo
criadas em gaiolas dispostas em seis
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andares com racdo e 4agua fornecidos representa mais de 11% da producdo
automaticamente e a produgdo (ovos) e as nacional, sendo Minas Gerais 0 segundo
excretas removidos automaticamente por maior produtor do pais.

esteiras. A produgdo de ovos nessa regido
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Figura 2: Localizagdo geografica da regido das terras altas da Mantiqueira na divisa entre 0s
estados de Minas Gerais, Rio de  Janeiro e Sao Paulo. Fonte:
http://www.pastordamantiqueira.com.br/localizacao.php
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3 Sistema de Rastreabilidade Espacial
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Figura 3: Sistema de rastreabilidade espacial, com representagdo das cidade de Minas Gerais
onde foram coletadas amostras de aves de postura: Passa-Quatro, Itamonte, Itahandu e Pouso
Alto. Em azul estdo representadas granjas de recria, e em vermelho granjas de postura. Fonte:

IMA.

4.3 Coleta das amostras, avaliacéo
dos sinais clinicos e necropsia

Amostras foram coletadas durante o
periodo de margco de 2012 a setembro de
2013 da seguinte forma: as aves foram
selecionadas pela idade e fases da
producdo. Nas granjas de poedeiras que
fazem recria, uma coleta foi feita nos
pinteiros, outra na fase de recria, no pico de
postura e em aves no final da producéo. As
coletas também puderam ser definidas de
acordo com as fases em que a aves sdo
submetidas as condi¢des mais estressantes
da fase de producdo. A linhagem das
galinhas de postura comercial estudadas foi
a Hy Line, e as idades das aves variavam de
17 a 110 semanas:

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.

As coletas foram efetuadas por galpéo,
seguidos ou alternados, nas granjas que
possuiam mais de 20 galpBes proximos. As
aves foram avaliadas quanto aos sinais
clinicos respiratorios e em seguida, foram
eutanasiadas por deslocamento cervical de
acordo com as normas do Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFMG
(CEUA-  204/11) e  necropsiadas,
comparando animais vacinados e ndo
vacinados, com ou sem suspeita de LTI. A
necropsia todos os orgdos foram avaliados
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com relacdo a presenca, caracteristica e
distribuicdo das lesbes, sendo que sempre
foram coletados encéfalo, ganglio trigémeo,
conchas nasais, conjuntiva, tragueia e
pulmdes para o exame histopatoldgico.

Durante as visitas a regido da Mantiqueira
foram coletadas 117 galinhas em maio de
2012 de diferentes granjas da regido do
surto, e 42 em abril 2013, além de 18
codornas em setembro de 2013. No total
foram visitadas 17 granjas , com um total
de 159 galinhas e 18 codornas (177 aves).
A introducdo da vacina vetorizada na regido
da serra da Mantiqueira, ocorreu de forma
gradativa a partir de 2011 (autorizacdo do
MAPA). Dessa forma, as primeiras coletas
em 2012, foram realizadas de forma que se
obtivessem tanto galinhas vacinadas como
ndo vacinadas, uma vez que aves mais
velhas (em final de postura) ainda néo
haviam sido imunizadas para o GaHV-1.
Assim, em 2012, 66 galinhas foram
coletadas ainda sem vacinagdo e 51 ja
vacinadas. Em 2013, todas as 42 ja haviam

sido imunizadas contra o virus, totalizando
108 galinhas vacinadas. 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.

Este estudo compreendeu também o uso de
quatro amostras ja coletadas durante o ano
de 2011, inclusive  dos  dados
epidemioldgicos, além de aves que
morreram ou apresentaram sinais clinicos
respiratorios durante os dois anos de
vigéncia do projeto e que foram enviadas ao
laboratério de patologia da UFMG pelos
veterinarios do IMA. Além disso, outras 18
galinhas (06 de cada surto) foram
necropsiadas e o material coletado foi
enviado ao nosso laboratério pelos
veterinarios do IMA, totalizando um total
de 199 aves. Abaixo se encontra a tabela
resumida de todas as amostras utilizadas no
estudo.

Tabela 1: Quantitativo das amostras utilizadas no estudo e respectivas datas das coletas.

Periodo Numero de aves
2011 04 galinhas
Maio de 2012 117 galinhas
Agosto de 2012 (enviado pelo IMA) 06 galinhas
Outubro de 2012 (enviado pelo IMA) 06 galinhas
Abril de 2013 42 galinhas
Setembro de 2013 (enviado pelo IMA) 06 galinhas

Setembro de 2013

18 codornas

Total

4.4 Histopatologia

Amostras de laringe, traqueia, pulmdes,
conjuntiva, conchas nasais, encéfalo e
ganglio trigémeo de galinhas e codornas

199 aves

foram coletadas e fixadas em formalina
tamponada a 10%. Apds 48h, as amostras
foram  transferidas para  recipientes
contendo alcool 70% até o processamento.
Os tecidos foram desidratados em séries
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crescentes de etanol, diafanizados em xilol,
incluidos em parafina para a obtengdo de
cortes seriados a espessura de quatro
micrémetros (um), coradas pela
hematoxilina e eosina e avaliadas a
microscopia de luz clara. A laringe e a
porcdo cranial da traqueia foram cortadas
transversalmente, enquanto que a parte
distal da  tragueia  foi cortada
longitudinalmente a fim de possibilitar a
identificacdo das por¢fes no momento da
analise ao microscopio. O diagndstico
histopatolégico da LTI foi baseado na
observacdo de lesdes tipicas associadas a
corpusculos de inclusdo intranucleares.

4.5 Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA foram coletadas
amostras de traqueia e ganglio trigémeo de
galinhas e codornas, sob refrigeragdo. O
método de extracdo foi baseado no uso do
iodeto de sddio (Nal) e da silica de acordo
com Boom et al., (1990) e Volglstein e
Gilles, (1979) com modificagoes.

Para as traqueias sob refrigeracdo, a mucosa
foi raspada com o uso de um lamina de
bisturi 2.0 em uma placa de Petri de vidro,
e, em seguida o material raspado (muco +
mucosa) foi colocado em um microtubo de
1,5 mL. Foi adicionado ao conteido, 300pl
de Nal que promovia a dissolucéo do tecido
e rompimento da membrana celular. Para a
adsorcdo do DNA em solucéo foi utilizado
40ul de silica e em seguida prosseguia-se
com uma série de lavagens com etanol
(etanol-wash) e por fim acetona. O DNA
extraido foi eluido em 40 pl de TE (tris
EDTA) e em seguida, analisado e
quantificado pela medida de absorcéo
atdbmica a 260 nm (nandbmetros) em um
espectrofotdmetro (Nanodrop ND- 1000,
Thermo Scientific, Wilmington, U.S.A)) e a
pureza foi acessada usando a proporcao
260-280 nm. O DNA quantificado variou
de 70 ng a 2000ng para a extracdo de
traqueias e entre 40 ng e 1550 ng para
ganglios do nervo trigémeo. A pureza ideal
encontrava-se na faixa de 1,700 a 2,000, e
variava de 1,400 a 3,200 entre as amostras.
Posteriormente o DNA foi armazenado a -
20°C.

Para os ganglios trigémeos 0 mesmo
procedimento foi adotado, porém apoés a
adicdo de Nal, era procedida uma
maceracdo dos tecidos com pistilos, para
gue houvesse o rompimento da membrana
das células por acdo mecénica dos pistilos
associada com a a¢do quimica do Nal.

Para as amostras de 2011, foi extraido DNA
a partir de material fixado em formol e ja
incluido em parafina. Para isso, foram
seccionados em 20 a 40 cortes de cinco um
de espessura, colocados em microtubos de
1,5mL e deparafinizados com xilol para
extracdo de DNA. Os cortes foram feitos a
essa espessura para facilitar a digestdo pela
proteinase K durante a extragdo de DNA.
Foi utilizado o kit QlAamp DNA da
Qiagen®, onde foram seguidas as
especificagdes do fabricante.

4.6 Reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR)

O DNA extraido foi submetido ao teste de
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)
utilizando-se  primers especificos. Os
nucleotideos iniciadores utilizados para o
gene ICP4 geraram um produto de 237
pares de base (Preis et al, 2013b). As
reacOes da PCR foram realizadas de acordo
com a recomendac&o do fabricante para um
volume de 25 pl (PCR Master mix
promega), utilizando-se 200 ng de DNA da
amostra e 0,02 nmol de primer. As
condigdes para sintese de DNA foram: 94°C
por 4 minutos, seguido de 35 ciclos 94°C
por 20 segundos, 54°C por 40 segundos e
72°C por 1 minuto e uma extensdo final de
72 °C por 5 minutos.

Para deteccdo de Mycoplasma gallisepticum
foram utilizados primers recomendados
pela OIE (OIE Terrestrial Manual 2008),
gerando um produto de 185 pares de base.
A PCR foi preparada com as seguintes
condigdes para amplificagdo de DNA: 40
ciclos de 30 segundos a 94°C; 30 segundos
a 55°C e 60 segundos a 72°C, e um ciclo
final de 5 minutos a 72°C.

A deteccdo de Mycoplasma synoviae foi
realizada de acordo com Lauerman et al.,
1993, gerando um produto de 207 pares de
base. Utilizou-se o seguinte programa para
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amplificacdo: 5 minutos a 95°C para
denaturacdo; 40 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 55°C e 60 segundos a

72°C, com uma extensdo final de 72°C por
5 minutos. Os primers utilizados em cada
reacdo encontram-se resumidos na tabela 2.

Tabela 2: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para PCR dos diferentes
patdgenos respiratorios: GaHV-1, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae.

Pat6geno Nome do Sequéncia do primer (5°—3°) Tamanho Referéncia
respiratdrio primer do produto
de PCR
GaHV-1 Foward CCTTGGTTCGGGATGAAACC 237 pares de | Preis et al.,
base 2013b.
Reverse TTCATTACCTCCAGCGGTTCC
Mycoplasma MG-14F GAGCTAATCTGTAAAGTTGGTC | 185 pares de | OIE 1992.
gallisepticum base
MG-13R GCTTCCTTGCGGTTAGCAAC
Mycoplasma MS-1 GAAGCAAAATAGTGATATCA 207 pares de | Lauerman et
synoviae base al., 1993.
MS-2 GTCGTCTCCGAAGTTAACAA

Como controle negativo da reagdo, foram
utilizados os primers juntamente com o
PCR Master Mix e agua ultrapura, utilizado
para permitir a identificacdo de possiveis
contaminantes ou reagdes inespecificas.
Para controle interno (viabilidade e
gualidade do DNA), as amostras negativas
foram testadas por um oligonucleotideo
actina beta (gene de controle endégeno). As
seguintes sequéncias de oligonucleotideos

foram utilizadas: 5 —
AGAGGCTCCCCTGAACCCCAAAGC -
3%) e 5 -

CTGGATGGCTACATACATGGCTGG -
3’). As condi¢bes para sintese de DNA
foram as mesmas ja descritas por Ecco et al.
(2011). Um controle positivo para ILTV foi
utilizado a partir de uma amostra de campo
positiva por PCR e confirmada por
sequenciamento (Preis et al., 2013Db).

Os produtos da PCR foram analisados pelo
sistema de eletroforese em cuba horizontal
em gel de agarose a 1,5% contendo 1X de

tampéo tris-borato-EDTA e 2ul de brometo
de etidio a 130V por 40 minutos. A
visualizacdo dos fragmentos amplificados
foi feita por transiluminacéo 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.

4.7 Sequenciamento de DNA

4.7.1 Virus da laringotragueite
infecciosa (GaHV-1)

Um total de cinco amostras positivas para o
virus da laringotraqueite infecciosa foram
encaminhadas para sequenciamento dos
genes ICP4 e TK. Duas amostras coletadas
em 2012 e duas de 2013, além de outra
amostra de 2011, coletada previamente
(Preis et al, 2013b). As amostras foram
enviadas ao Laboratério de Genética do
Departamento de  Zootecnia/Medicina
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Veterindria Preventiva da Escola de
Veterinaria da UFMG para realizacdo de
sequenciamento de DNA. Dois pl do
amplicon de cada amostra foram pipetados
em microtubos de 500 um juntamente com
0,5 ul (0,005 nmol) de cada primer (foward
e reverse separadamente) e Sul de é4gua
ultrapura, totalizando 7,5 pl em cada tubo.

A amplificacdo do gene ICP4 baseou-se na
metodologia descrita por Chacon e Ferreira,
(2009), amplificando dois fragmentos. Para
a amplificacdo do primeiro fragmento, o
primer reverse descrito foi pareado com um
novo primer foward (3F) delineado para
este estudo, amplificando um produto de
923 pares de base. Para o segundo
fragmento foi delineado um novo primer
reverse (3R) que foi pareado com o primer
descrito por Chacon e Ferreira, 2009, para

amplificar um produto de 747 pares de
base. As condicbes para sintese de DNA
foram: 94°C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos 94°C por 1 minuto, 62°C por 1
minuto e 72°C por 1,5 minutos e uma
extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Os primers e condicdes da PCR para o0 gene
TK foram os mesmos descritos por Han e
Kim, (2001), sendo o primer foward
descrito utilizado pareado com um novo
primer reverse (TK-R) delineado para este
estudo, gerando um produto de 783 pares de
base. As condigBes para sintese de DNA
foram: 95°C por 1 minuto, seguido de 30
ciclos 94°C por 1 minuto, 54°C por 45
segundos e 72°C por 2 minutos e uma
extensao final de 72 °C por 10 minutos. Os
primers utilizados neste estudo encontram-
se resumidos na tabela 3.

Tabela 3: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para sequenciamento dos gene ICP4 e

TK do GaHV-1.
Gene Primer Sequéncia do primer (5°—3°) Tamanho Referéncia
amplificado do produto
de PCR
ICP4 (primeiro 3F ACTGATAGCTTTTCGTACAGCACG | 923 pares de Chacon e
fragmento) base Ferreira, 2009,
R1 CATCGGGACATTCTCCAGGTAGCA com
modificacdes
ICP4 (segundo F2 CTTCAGACTCCAGCTCATCTG 747 pares de Chacon e
fragmento) base Ferreira, 2009
3R AGTCATGCGTCTATGGCGTTGAC com
modificacdes
TK TKIP CTTAGCGGAACCTATGCAAG 783 pares de Ham e Kim,
base 2001, com
TK-R TAGCGTCTGGTCGATTGAAG modificacdes
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Os produtos amplificados de DNA foram
extraidos e purificados da agarose com um
kit (Invisorb® Spin DNA Extraction Kit),
conforme recomendacdes dadas pelo
fabricante. Cada amostra foi sequenciada
trés vezes, nas direcbes foward e reverse,
pelo método Sanger por eletroforese capilar
utilizando um kit (ABI Tag DyeDeoxy
Terminator versdo 3.1 Cycle Sequencing
Kit) de acordo com as instrucbes do
fabricante (Applied Biosystems, Inc., Foster
City, California, USA) em um sequenciador
automatico (ABI 3130 Genetic Analyzer).

As reacGes de sequenciamento foram
realizadas com um passo inicial de
desnaturacdo a 96° C por 1 min; 30 ciclos
96° C por 15s, 50° C por 15 s e 60° C por 4
min; finalizando em um dltimo passo a 8° C
indefinidamente (Programa SeqDNA). A
seguir, 0 produto desta reacdo foi
precipitado com 40 pl 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 KGaA, Darmstadt,
Alemanha), centrifugou-se a 14.000 rpm
por 10 minutos e o precipitado foi secado
na estufa a 95°C por 5 minutos.

Com o uso do programa (software)
SeqScap (versdo 2.5), as sequéncias obtidas
foram analisadas, e sequéncias consenso
foram criadas. O programa Mega (versdo
5.0) foi utilizado no alinhamento com
sequéncias  depositadas no  GenBank
database (NCBI) através da plataforma
BLASTN. As arvores filogenéticas foram
geradas pelo método neighbour-joining
com bootstrap 1000, Kimura 2 parametros.

4.7.2 Mycoplasma gallisepticum

Um total de sete amostras positivas para
Mycoplasma gallisepticum foram
encaminhadas para sequenciamento dos
genes IGSR e mgc2. Das amostras
sequenciadas, trés foram coletadas de
estudos anteriores, em 2011, uma amostra
coletada em 2012 e duas de 2013, além de
uma amostra vacinal (MG-70, BIOVET®).
As amostras foram enviadas ao Laborato6rio
de Genética do Departamento de
Zootecnia/Medicina Veterinaria Preventiva
da Escola de Veterinaria da UFMG para
realizacdo de sequenciamento de DNA.
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 Sul de agua
ultrapura, totalizando 7,5 ul em cada tubo.

Para a amplificagdo do gene IGSR baseou-
se na metodologia descrita por Raviv et al.,
(2007), gerando um produto de 812 pares
de base. As condicdes para sintese de DNA
foram: 94°C por 3 minutos, seguido de 30
ciclos 94°C por 20 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto e uma
extensdo final de 72 °C por 5 minutos. Os
primers e condi¢cbes da PCR para o gene
mgc2 foram 0s mesmos descritos por
Ferguson et al., (2005), gerando um produto
de 824 pares de base. As condigdes para
sintese de DNA foram: 94°C por 3 minutos,
seguido de 40 ciclos 94°C por 20 segundos,
57°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto
e uma extensdo final de 72 °C por 5
minutos. Os primers utilizados neste estudo
encontram-se resumidos na tabela 4.
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Tabela 4: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados para sequenciamento dos gene IGSR e

mgc2 do Mycoplasma gallisepticum.

Gene Primer Sequéncia do primer (5°—3°) Tamanho Referéncia
amplificado do produto
de PCR
IGSR IGSRF ACTGATAGCTTTTCGTACAGCACG | 812 paresde | Raviv etal,

base 2007

IGSRR CATCGGGACATTCTCCAGGTAGCA

mgc2 mgc2 1R

GCTTTGTGTTTCTCGGGTGCTA

824 pares de | Ferguson et
base al., 2005

Os produtos amplificados de DNA foram
extraidos e purificados da agarose com um
kit (Invisorb® Spin DNA Extraction Kit)
conforme recomendacdes dadas pelo
fabricante. Cada amostra foi sequenciada
trés vezes, nas direcdes foward e reverse,
pelo método Sanger por eletroforese capilar
utilizando um kit (ABI Taq DyeDeoxy
Terminator versdo 3.1 Cycle Sequencing
Kit) de acordo com as instrucdes do
fabricante (Applied Biosystems, Inc., Foster
City, California, USA) em um sequenciador
automatico (ABI 3130 Genetic Analyzer).

As reacOes 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 dltimo passo a 8° C
indefinidamente (Programa SeqDNA). A
seguir, o produto desta reacdo foi
precipitado com 40 pl 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 KGaA, Darmstadt,
Alemanha), centrifugou-se a 14.000 rpm
por 10 minutos e o precipitado foi secado
na estufa a 95°C por 5 minutos.

Com o uso do programa (software) SeqScap
(versdo 2.5), as sequéncias obtidas foram
analisadas, e sequéncias consenso foram
criadas. O programa Mega (versdo 5.0) foi
utilizado no alinhamento com sequencias
depositadas no genbank database (NCBI)
através da plataforma BLASTN. As arvores
filogenéticas foram geradas pelo método

mgc2 1R CGGTGGAAAACCAGCTCTTG

neighbour-joining com bootstrap 1000,
Kimura 2 parametros.

4.8 Numeros de acesso das sequéncias
de nucleotideos

4.8.1 Virus da laringotragueite
infecciosa

As seguintes sequéncias publicadas no
Genbank foram utilizadas para o gene
ICP4; V1-99 (nimero de acesso: JX
(646898); estirpe CL9 (JN804827); estirpe
vacinal CEO (EU104900); CEO vacina
Laryngo-Vac (FJ477350); CEO vacina
Nobilis-ILT  (FJ477351);  WangGang
(DQ995291); estirpe LJIS09 (IX458822);
vacina TCO (EU104908); vacina TCO LTI-
IVAX (FJ477349); USP-81 (FJ794469);

12/D/02/BCK ICP4  (EU104911);
25/H/88/BCK ICP4  (EU104899);
24/H/91/BCK ICP4  (EU104910);
13/E/03/BBR ICP4 (EU104907);
14/E/03/BBR ICP4 (EU104906);
2/AI04/BR ICP4 (EU104912);

63140/C/08/BR  (JN542536); referéncia
USDA  (IN542534); estirpe  1874C5
(JN54253); estirpe 81658 (JN542535);
USP-01 (FJ477352); USP-02 (FJ477353);
USP-07 (GQ499345); USP-09 (FJ477357);
USP-06 (FJ477356); USP-27 (FJ477365);
USP-74 (FI794467).

As seguintes sequéncias foram utilizadas
para 0 gene TK: LTI-IVAX (ndmero de
acesso: FJ444832); USP-57 (FJ444847);
vacina CEO - Merial® (HM230801); CG
(DQ522949); Samberg (DQ522947); V1-99
(JX646898); CL9 (IJN804827); LJS09
(JX458822); 63140/C/08/BR (JN542536);
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referéncia USDA (IN542534); 1874C5
(JN542533); 81658 (IN542535); Gallid
herpesvirus 1(NC_006623); 288269/2007
(HM230794); CHO04 (EU360946); SP-
Trachivax (EU423897); vacina TCO
(EU360950); ILACPTK (D00565); estirpe
632 (S83714); USP-01 (FJ444833); USP-
02 (FJ444834); USP-07 (GQ499341); USP-
09 (FJ)444836); USP-27 (DQ786401);
(UL23) gene (AF435453); estirpe CHO04
(EU360946).

4.8.2 Mycoplasma gallisepticum

As seguintes sequéncias publicadas no
Genbank foram utilizadas para o gene
IGSR: COL/68938/CK08 (KC247840);
ECU/77025/CK09(KC247842);

GUA/79672/CK09 (KC247844),
PAN/68630/CK08 (KC247845),
VEN/69993/CK08 (KC247847);
USA/K6001B/CKO7 (KC247849),
USA/65099/PF08 (KC247850);
EGY/67240/CK08 (HQ143380);
ISR/K3868/CK95 (HQ143384);

JOR/111/CKO09 (KC247857); SPA/5742-
3/CK09 (KC247858); IND/38825/CK05
(KC247859); THA/3/CKO08 (KC247860);
RSA/22/CK10 (KC247830); RSA/66/CK12
(KC247831); USA/F/CK58 (HQ143383);
ts-11 (KC247864); 6/85 (KC247865).

As seguintes sequéncias publicadas no
Genbank foram utilizadas para o gene
mgc2: COL/68938/CK08 (KC247873);

ECU/77025/CKO09 (KC247875);
GUA/79672/CK09 (KC247877);
PAN/68630/CK08 (KC247878);
VEN/69993/CK08 (KC247880);
USA/K6001B/CK07 (KC247882);
USA/65099/PF08 (KC247883);
EGY/67240/CK08 (HQ143372);
ISR/K3868/CK95 (HQ143377);

JOR/111/CK09 (KC247890); SPA/5742-
3/CK09 (KC247891); IND/38825/CK05
(KC247892); THA/3/CKO8 (KC247893);
RSA/22/CK10 (KC247866); RSA/66/CK12
(KC247868); USA/FICK58 (KC247897);
ts-11 (KC247898); 6/85 (KC247899).

4.9 Estudo epidemioldgico

Os proprietarios das granjas em que foram
coletados materiais responderam a um
questionario  epidemioldgico incluindo

questdes como: numero total de aves da
granja, nimero de galpBes, nimero de aves
por galpdo, sinais clinicos observados, taxa
de mortalidade, vacinacdes utilizadas,
medicamentos administrados, entre outros.
O questionario epidemioldgico encontra-se
no anexo |.

4.10 Anélise estatistica

Resultados positivos ou negativos pela PCR
para o GaHV-1 foram comparados
utilizando aves vacinadas e ndo vacinadas
com as vacinas vectoradas. Para isso foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Qui-
guadrado, indicado para comparar as
frequéncias observadas (FO) com as
frequéncias esperadas (Fe).

5. Resultados
5.1 Epidemiologia

No total, 17 granjas de postura comercial
envolvidas no surto de LTI em novembro
de 2010, foram incluidas neste estudo.
Segundo o0s proprietarios e responsaveis
técnicos das granjas, ndo foi registrado
aumento de mortalidade e queda na
producdo de ovos pelas aves que receberam
as vacinas vectoradas durante 0s anos de
2012 e 2013.

Durante as visitas, observou-se falha na
biosseguranga em algumas granjas, pois
outros tipos de aves, como garcas e pardais,
até mesmo mamiferos como gatos, tinham
acesso as instalagbes. Outro  ponto
observado foi que em duas granjas, 0S
galpes com as aves em postura,
encontravam-se  muito  préximos  de
rodovias, onde caminhdes com excretas de
aves, ou que destinam aves de descarte ao
abate, passavam muito préximos, podendo
veicular possiveis agentes infecciosos.
Além disso, muitas granjas encontravam-se
muito proximas umas das outras, podendo
haver disseminagdo de agentes infecciosos
entre elas.

A vacinacdo para LTI (FPV/LT- Fowl
Poxvirus  laryngotracheitis e HVT/LT-
Turkey Herpesvirus laryngotracheitis)
comegou a ser utilizada por granjas da

33



regido em agosto de 2011, sendo que a
introducdo de aves vacinadas ocorreu
gradativamente devido ao ciclo longo de
producdo das galinhas poedeiras. Algumas
granjas optaram inicialmente por receber
aves vacinadas no incubatorio (HVT/LTI) e
uma das maiores granjas da regido
padronizou a vacinacdo em aves com 26 a
28 dias de idade (FPV/LTI). Qutras granjas
administravam a vacina em aves com 35
dias de idade. Durante o periodo de agosto
de 2011 a fevereiro de 2013 coexistiam nas
granjas lotes vacinados (aves mais jovens) e
lotes ndo vacinados (aves mais velhas).
Aplds esse periodo, 0s produtores
procuraram manter todas as aves vacinadas,
com excecdo de duas granjas. No entanto,
ainda ndo havia uniformidade com relagéo a
idade da administracdo da vacina FPV/LTI.
Uma das granjas avaliou a administragédo da
FPV/LTI aos 21, 23, 26, 28 e 30 dias de
idade, obtendo melhor resposta (baseada na
“pega”- reacdo cutanea devido a replicacao
do Poxvirus aviario no epitélio) aos 26 dias
de idade. Posteriormente, a mesma granja
adotou a dupla vacinagéo (incubatdrio e aos

26-28 dias de idade) e aparentemente
obteve melhores resultados no controle da
doenca. A partir de 2014 a vacinagdo sera
compulsdria para todas as granjas da regido.

Outro fato que merece atencdo €é a
existéncia de numerosas galinhas de
subsisténcia na periferia das granjas.
Trabalhos anteriores  (Preis, 2013a),
diagnosticaram algumas dessas aves como
positivas paraa LTI.

Além da vacinagdo para LTI, as granjas da
regido também possuem periodicidade na
imunizacdo contra 0s seguintes agentes
infecciosos:; virus da doenca de Newcastle;
virus da bronquite infecciosa aviéria;
pneumovirus aviario; Avibacterium
paragallinarum (coriza infecciosa);
Mycoplasma gallisepticum; virus da doenga
de Gumboro; e virus da bouba aviéria
(poxvirus). A tabela 5 e 6 contém as
vacinas administradas as aves juntamente
com a idade em duas granjas com maior
populagédo de galinhas de postura.
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Tabela 5: Esquema de vacinacdo granja 1.

Doenca Idade Estirpe vacinal - nome comercial Via de
administracao
(dias)

Marek - Bouba 1 HVT + RISPENS — bouba suave Incubatdrio
Pneumovirose 1 SHS 119 BR (galinha) + TRTV (Peru) Spray
Bronquite - Newcastle 7 Massachussets H120 — HB1 Spray ou agua
Gumboro 14 Mouthrop G 603 Agua
Gumboro 21 Mouthrop G 603 Agua
Gumboro 28 Mouthrop G 603 Agua

Bronquite - Newcastle 28 Massachussets H120 — La sota Spray ou agua
Laringotraqueite 35 FPV-LTI Membrana da asa
Gumboro 35 Mouthrop G 603 Agua
Coriza 40 Sorotipo A (cepa 221), Sorotipo B Intramuscular
(cepa 222), Sorotipo C (cepa modesto)
Micoplasmose 40 MG 70 Ocular
Pneumovirose 55 SHS 119 BR (galinha) + TRTV (Peru) Spray
Bouba 65 Bouba forte Membrana da asa
Encefalomielite 65 Agua
Bronquite - Newcastle 65 Massachussets H120 — La sota Spray ou agua
Newcastle, Bronquite 95 La sota, Massachussets H120, EDS 76 Intramuscular
infecciosa, EDS, Coriza Sorotipo A (cepa 221), Sorotipo B
(cepa 222), Sorotipo C (cepa modesto)
Bronquite 100 Massachussets H120 Spray
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Tabela 6: Esquema de vacinacao granja 2.

Doenca Idade Estirpe vacinal — nome comercial Via de
administracao
(dias)
Marek + Laringotraqueite 1 HVT-LTI Incubatdrio
Pneumovirose 1 Nobilis Rhinno CV Spray (gota grossa)
Bronquite + Newcastle 7 Nobilis IB + ND MA5 + Clone 30 Agua
Gumboro 14 Nobilis Gumboro 228 E Agua
Gumboro 21 Nobilis Gumboro 228 E Agua
Gumboro 28 Nobilis Gumboro 228 E Agua
Gumboro 35 Nobilis Gumboro d78 Spray
Bronquite + Newcastle 35 Nobilis IB + ND MA5 + Clone 30 Spray (gota grossa)
Coriza 35 Nobilis coriza AQ Peito
Micoplasmose 40 F vax (MG) Spray (gota fina)
Bouba + Encefalomielite 56 Bouba forte (AE-POX Nobilis) Asa
Bronquite + Newcastle 84 Nobilis IB + ND MA5 + Clone 30 Spray (gota grossa)
Bronquite + Newcastle + EDS 105 COR 4 + TRT INAC Peito
+ Coriza + Pneumovirose

As aves utilizadas de estudos anteriores
(2011) eram provindas de Pedralva,
municipo localizado a aproximadamente
160 km de Itamonte. Na granja deste
municipio era feito um programa de
vacinagdo diferente dos apresentados nas
tabelas 5 e 6, sendo que as aves ndo eram
vacinadas para LTI, e também ndo era feita
vacinagdo para micoplasmose.

5.2 Sinais clinicos

As galinhas de postura comercial avaliadas
nédo apresentaram sinais clinicos
respiratorios durante as visitas programadas
as granjas, diferentemente dos casos
relatados em agosto e outubro de 2012 e
setembro de 2013. Aproximadamente 3%
das aves de galpdes com 25 a 33 mil
galinhas  apresentaram  sinais  clinicos
respiratorios como tosse e espirros, além de

estertores respiratérios. Segundo relato dos

veterindrios do IMA, as galinhas
apresentaram  dificuldade  respiratoria,
manchas de sangue nas penas e

permaneciam com o bico aberto. Foram
observados também apatia e cianose.

5.3 LesBes macroscopicas

Durante as visitas programadas as granjas,
foram realizadas 159 necropsias nas
galinhas de postura comercial, que ndo
revelaram lesbes sugestivas ou compativeis
com infeccdo pelo GaHV-1. Nas aves
(necropsiadas durante o ano de 2012), uma
das principais lesdes observadas foi a
hiperemia da mucosa da traqueia associada
ao acumulo de muco, caracterizando uma
traqueite aguda difusa leve. Nos seios
nasais foi observado exsudato que variava
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de mucoso a caseoso, além de opacidade
dos sacos aeéreos, e por vezes, com
aderéncias aos pulmdes. Na grande maioria
das aves (120 — 75%), principalmente nas
que se encontravam em pico de postura, era
observado um amarelamento difuso intenso
no figado. Foram identificados ainda
ectoparasitas como piolhos da ordem
Phthriraptera, e do género Menacanthus e
acaros do género Megninia, que levavam a
uma dermatite focal leve, além de
endoparasitas como o cestddeo do género
Raillietina, observados no intestino
delgado, e nematddeos como Heterakis
gallinarum no ceco.

Das 18 aves ndo vacinadas que
corresponderam  aos  episddios  de
mortalidade  cursando ~ com  sinais
respiratérios severos, encaminhadas pelos
veterinarios do IMA ao setor de patologia
veterinaria da UFMG, 15 apresentaram
lesbes tipicas da LTI. Varias traqueias
apresentaram a mucosa moderadamente
espessada com  membrana  branco-
amarelada friavel (fibrina) fracamente
aderida, predominantemente na porgédo
cranial envolvendo também a laringe,
caracterizando uma traqueite e laringite
fibrino-necrética aguda moderada. Em
quatro traqueias, observou-se acumulo 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. Nas conchas, seios nasais e seios
paranasais, observou-se acimulo de muco,
por vezes sanguinolento, associado a
hiperemia, caracterizando rinite/sinusite
aguda moderada. Em 10 seios nasais e
paranasais, observou-se acumulo de
material fibrinoso branco-amarelado em

moderada quantidade, caracterizando uma
rinite/traqueite  fibrinonecrética  aguda
difusa moderada. Duas aves apresentaram
também exsudato caseoso nos pulmdes que
obstruia os bronquios.

5.4 Histopatologia

5.4.1 Laringotraqueite infecciosa
aviaria

Nas laringes e traqueias de 151 (95%) das
159 galinhas necropsiadas nas visitas as
granjas, observaram-se infiltrado
linfoplasmocitario na lamina  propria
levando ao espessamento da mucosa. A
distribuicdo e a intensidade do infiltrado
eram varidveis entre as aves: difuso ou
multifocal e também formando agregados
linfoides, discreto a intenso. Em varias
laringes e traqueias, as glandulas mucosas
ndo eram mais observadas, pois eram
substituidas pelo infiltrado inflamatério
acentuado. Essas alteragdes prevaleceram
na laringe e parte cranial da traqueia em
relacdo a parte distal, e foram consideradas
ndo caracteristicas para a LTI (lesdes
inespecificas), (Figura 4), excetuando-se de
guatro galinhas (coletadas em maio de
2012), onde observou-se leséo sugestiva de
LTI. Nestas aves, as lesbes foram
caracterizadas por descamacao do epitélio,
além de projecdo e fusdo de células
epiteliais formando sincicios de 40 a 90 um
de didmetro, porém ndo contendo
corpusculo de inclusdo intranuclear,
caracteristico da LTI (Figura 5). Em 71 das
159 aves (45%), havia intensa diferenciagdo
linfoplasmocitaria,  caracterizando  um
infiltrado inflamatério predominantemente
plasmocitario com presenca de células com
corpusculos de Russel (células Mott).
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apresentando infiltrado inflamatério linfocitario intenso expandindo a lamina propria. O epitélio

respiratorio permanece integro. H&E 100x. B: Traqueia apresentando infiltrado inflamatorio linfocitario
moderado expandindo a lamina prépria. O epitélio respiratorio permanece integro. H&E 400x. C: Concha
nasal apresentando infiltrado inflamatério linfocitario moderado expandindo a lamina prépria. O epitélio
respiratorio permanece integro. H&E 400x.
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Figura 5: Galinha

Pitiseb ¥ .

: 2 o &) ", 2 3 ! x, > B
de postura com lesdes sugestivas de LTI. A: Lumen de traqueia apresentando algumas

células inflamatorias (linfécitos e plasmaécitos), hemécias e fibrina acompanhadas de células sinciciais

onde corpusculos de inclusdo nédo sdo observados. H&E 200x.

Nas conchas nasais e seios paranasais,
129/159 (81%) galinhas apresentaram
infiltrado linfoplasmocitario na lamina
prépria levando ao espessamento da
mucosa assim como observado na laringe e
traqueia. A distribuicdo e a intensidade do
infiltrado também variaram, conforme
descrito anteriormente. Nos pulmdes, 71 de
159 galinhas (45%) apresentaram infiltrado
linfoplasmocitario na |&mina propria de
brénquios principais e mesobrénquios e
16/159 (10%) hiperplasia do BALT. Na
conjuntiva,  12/159  (7%)  galinhas
apresentaram infiltrado linfoplasmocitario
difuso na lamina prépria e também
formando agregados, além de exocitose de
heter6filos. Ndo  foram  observadas
alteracbes no encéfalo e no ganglio
trigémeo.

Das aves enviadas ao laboratério pelo IMA,
16/18  (89%)  apresentavam  lesdes
caracteristicas da LTI. Observaram-se
laringite e traqueite fibrino-necrética

caracterizadas por hiperemia e infiltrado
linfoplasmocitario na l&mina  propria
levando ao espessamento da mucosa, que
variava de moderado a intenso e de
distribuicdo difusa (figura 6A). Em algumas
galinhas o infiltrado também era
heterofilico, onde observa-se exocitose de
heteréfilos e algumas heméacias. Além
disso, havia presencga de laminas de fibrina
aderidas a superficie do epitélio e no litmen
em associacdo a grande quantidade de
ceulas inflamatorias - linfocitos e
plasmacitos (Figura 6 B) . Havia perda das
glandulas mucosas e descamacdo das
células epiteliais que se fusionavam
formando células sinciciais. As células
sinciciais possuiam de 10 a 50 nucleos
(Figura 6C e D), e quase todos estavam
preenchidos por um material denso
basofilico e/ou eosinofilico com um halo ao
redor. Duas aves apresentaram lesdes
histopatoldgicas inespecificas, que néo
puderam ser correlacionadas a LTI.
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Figura 6: Galinha de postura naturalmente infectada pelo GaHV-1. A: Traqueia apresentando infiltrado inflamatorio linfocitario moderado expandindo a
lamina propria, com necrose do epitélio, descamagéo e exsudacéo de fibrina cobrindo a mucosa. H&E 100x. B: Laringe apresentando grande quantidade de
células inflamatérias (linfocitos, plasmacitos e alguns heterofilos) associadas a intensa quantidade fibrina e hemacias no limen H&E 400x. C: Traqueia
apresentando células sinciciais contendo corpusculos de inclusdo intranuclear que variavam de anfofilicos a eosinofilicos (seta) descamando para o lumen. D:
Lumen da traqueia com hemacias, fibrina e células sinciciais em degeneracao . H&E 400x.
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Os diagnosticos  histopatologicos  das
traqueias das 177 aves analisadas,
correlacionado a  possivel  conclusdo
diagnostica, encontram-se na tabela no
anexo |.

5.4.2 Diagnostico diferencial

Pela andlise histopatoldgica das galinhas
amostradas em 2012 e 2013, observaram-se
também lesdes sugestivas de outras doencas
respiratérias nas galinhas de postura
comercial. Das 159 galinhas de postura
comercial, 41 (26%) apresentaram lesdes
sugestivas de micoplasmose, caracterizadas

como espessamento difuso e acentuado da
mucosa da laringe, traqueia, conchas e seios
paranasais por infiltrado linfocitario em
arranjo  linfofolicular ~ (Figura  7A).
Observaram-se  também alteracBes no
epitélio desses tecidos, como substituicdo
do epitélio respiratério normal por um
epitélio simples ndo ciliado e achatado. O
epitélio ciliar apresentava auséncia dos
cilios de forma multifocal a coalescente ou
difusamente (Figura 7B). Essas aves
apresentaram conjuntamente hiperplasia
dos tecidos linfides presentes na
conjuntiva e nos pulmaes.
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Figura 7: Galinha de postura naturalmente infectada por Mycoplasma spp. A: Traqueia apresentando espessamento difuso e acentuado caracterizado por

infiltrado linfocitario em arranjo linfofolicular (seta). H&E 200x. B: Traqueia apresentando substitui¢cdo do epitélio respiratorio normal por epitélio simples
ndo ciliado e achatado (seta na area de transi¢do). H&E 400x.

A
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Em seis aves (4%) das 159 havia lesdes
sugestivas de  bronquite  infecciosa,
caracterizadas pelo espessamento da
mucosa da laringe e traqueia por um

infiltrado linfocitario e heterofilico difuso
acentuado. No epitélio desses tecidos havia
perda dos cilios e necrose individual de
células (Figura 8).

Figura 8: Galinha de postura naturalmente infectada pelo virus da bronquite infecciosa (IBV).

Traqueia apresentando infiltrado inflamatorio linfocitario difuso acentuado expandindo a lamina

prépria. No epitélio havia perda dos cilios e necrose individual de células (setas). H&E 400x.

Em uma ave (1%), observou-se rinite e
traqueite linfoplasmocitaria associada a
hiperplasia e metaplasia escamosa do
epitélio de revestimento associado a
numerosos  corpdsculos  de  incluséo

eosinofilicos intracitoplasmaticos  em
células epiteliais (Figura 9), tratando-se de
uma infeccdo pelo virus da bouba aviaria
(poxvirus aviario).
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Figura 9: Galinha de postura naturalmente infectada pelo virus da bouba aviaria (poxvirus). A:
Concha nasal apresentando hiperplasia do epitélio de revestimento associado a numerosos
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos em células epiteliais (setas). H&E

200x.

O trabalho também envolveu aves do
primeiro semestre do ano de 2011,
provenientes de uma granja de recria
(Pedralva, MG). Foram analisadas aves
introduzidas em uma das granjas de postura
de Passa Quatro sem vacinagdo para
micoplasmose. De quatro aves estudadas,
trés apresentaram lesGes tipicas de
micoplasmose e uma apresentou lesdo
tipica de LTI, conforme descrito
anteriormente.

5.5 Codornas

A andlise macroscopica e histopatolédgica
dos 6rgdos das 18 codornas ndo revelou
lesbes nos tecidos analisados. Com excec¢ao
de uma ave, que apresentava laringite e
traqueite linfocitaria difusa moderada a
histopatologia. O epitélio da laringe e da

traqueia apresentava perda de cilios
multifocal e achatamento do epitélio, sendo
gue a lesdo observada foi considerada
inespecifica.

5.6 Reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR)

5.6.1 Laringotraqueite infecciosa
aviaria

Das 117 amostras de traqueia de galinhas
de postura, coletadas em maio de 2012 e
submetidas a PCR, 66 (57%) apresentaram
um produto esperado de 237 pares de base
(figura 12), portanto sendo positivas para o
GaHV-1 (Figura 10). Entretanto, todos os
ganglios do nervo trigémeo testados
obtiveram um resultado negativo.
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M Positivo GaHV-1

Negativo GaHV-1

Figura 10: Quantitativo de galinhas positivas pela PCR para 0 GaHV-1 no ano de 2012.

Considerando-se as 42 amostras de
traqueia coletadas em abril de 2013 e
submetidas a PCR, apenas cinco (12%)
foram positivas para 0 GaHV-1 (Figura 11).

Na PCR dos ganglios novamente foram
obtidos resultados negativos para todas as
amostras analisadas.

M Positivo GaHV-1

Negativo GaHV-1

Figura 11: Quantitativo de galinhas positivas pela PCR para o GaHV-1 no ano de 2013.

Das aves enviadas pelos veterindrios do
IMA, seis que adoeceram em agosto de
2012 e trés que adoeceram em setembro de
2013 foram submetidas a PCR, onde 5/6
(84%) e 2/3 (67%) foram positivas para
GaHV-1 respectivamente. Das quatro aves
estudadas de 2011, uma delas foi positiva
para 0 GaHV-1.

O controle  positivo  resultou  na
amplificacdo de produtos com o tamanho
molecular esperado, enquanto que nao
foram observadas amplificacBes nos
controles negativos correspondentes.
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Figura 12: Imagem de uma corrida de eletroforese para os diferentes agentes etiol6gicos:
GaHV-1 (LTI) com produto de PCR de aproximadamente 237 pares pares de base; MS
(Mycoplasma synoviae) com produto de 207 pares de base; e MG (Mycoplasma gallisepticum)
com um produto de 185 pares de base. Gel de agarose (3%).

5.6.2 Diagnostico diferencial

Também foram testados os materiais
genéticos extraidos das traqueias para
outros patdgenos respiratorios, incluidos na
lista de diagndstico diferencial da LTI,
como o Mycoplasma gallisepticum e o
Mycoplasma synoviae. Na analise das 117
aves coletadas em 2012, 65 (56%),
amplificaram um produto de 185 pares de
base (Figura 12), sendo consideradas
positivas para Mycoplasma gallisepticum.
Enquanto que em 2013, 12 (29%) de 42
aves tiveram esse mesmo produto de
amplificacdo, e também foram consideradas
positivas.

Para a PCR do Mycopasma synoviae, nas
amostras analisadas em 2012, 72 (62%)
aves de 117 foram consideradas positivas,
onde se obteve um produto de 207 pares de
base (Figura 12), enquanto que em 2013,
apenas oito aves (19%) de 42 foram
positivas.

Na andlise das coinfec¢des observadas em
2012 para os diferentes agentes testados,
varias aves, 50/117 (43%), foram positivas
para o GaHV-1, M. gallisepticum e M.
synoviae concomitantemente. Enquanto que
81/117 (69%) foram positivas para pelo
menos um patdgeno, e apenas 36/117
(31%) foram negativas para os trés agentes
testados. Na tabela 7 encontram-se
detalhados as co-infeccBes observadas no
respectivo periodo.
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Tabela 7: Numero de aves positivas para 0 GaHV-1, M. gallisepticum e M. synoviae das 117

aves avaliadas em 2012.

Patdgenos testados (2012)

NUmero de aves positivas

GaHV-1 02

MG 02

MS 05
GaHV-1/MG/MS 50
GaHV-1/MG 5
GaHV-1/MS 9
MG/MS 8

Diferentemente do que foi observado
durante o ano de 2012, em 2013 foi
observado um menor ndmero de aves
positivas, onde das 42 aves estudadas,
apenas 4/42 foram positivas para o0 GaHV-
1, M. qgallisepticum e M. synoviae
concomitantemente, e 16/42 (38%) foram

positivas para pelo menos um patdgeno.
Neste periodo, diferentemente de 2012, a
maior parte das aves foram negativas para
0s trés agentes testados 26/42 (62%). Na
tabela 8 encontram-se detalhados as co-
infeccOes observadas no respectivo periodo.

Tabela 8: NUumero de aves positivas para 0 GaHV-1, M. gallisepticum e M. synoviae das 42

aves avaliadas em 2013.

Patdgenos testados (2013)

NUmero de aves positivas

GaHV-1 01

MG 06

MS 03
GaHV-1/MG/MS 04
GaHV-1/MG 01
GaHV-1/MS 00
MG/MS 01

Das quatro aves coletadas em 2011, trés
foram  positivas para  Mycoplasma
gallisepticum, sendo que a positiva para 0
GaHV-1 foi negativa para o M.
gallisepticum.

5.6.3 Codornas

Outros possiveis hospedeiros para o GaHV-
1 foram testados quanto a possibilidade de
infecgdo. Foram realizados PCR para o
GaHV-1 nas 18 codornas coletadas em
setembro de 2013, tanto de DNA extraido
de traqueia, como de ganglio do nervo
trigmeo. Todos os tecidos analisados
foram negativos para o agente pesquisado.

5.7 Sequenciamento

5.7.1 Laringotraqueite
5.7.1.1 Gene ICP4

Para o sequenciamento de fragmentos do
gene ICP4, cinco amostras positivas pela
PCR, duas de 2012 (2012/UFMG1 e
2012/UFMG2) e duas de 2013
(2013/UFMG1 e 2013/UFMG2) foram
selecionadas para analise das sequencias
obtidas. A amostra coletada em 2011
(2011/UFMG1) também foi utilizada.
Foram amplificados dois fragmentos, um de
688 pares de base e um segundo de 635
pares de base, localizados na posigdo 205 a
811 e 3824 a 4411 do gene ICP4,
respectivamente. As sequéncias do gene
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ICP4 obtidas a partir do DNA extraido dos
isolados 2011/UFMG1, 2012/UFMG1],
2012/UFMG2, 2013/UFMG1,
2013/UFMG2 foram idénticos entre si
(100% de similaridade), mas apresentaram
mutagdes quando comparadas a outros
isolados do Brasil e em outros paises. Em
duas posicbes do gene ICP4 houve
alteracdo de nucleotideo que foi observada
apenas nos isolados obtidos conforme
tabela 9 e 10, de uma guanina para timina
na posicdo 539 do gene, e de citocina para
timina na posicdo 626 do gene. Estas
alteracbes ndo foram observadas em
nenhuma amostra brasileira previamente
caracterizada, e tampouco nos isolados de
outros paises sul-americanos.

Estas mutacGes pontuais de substituicdo de
nucleotideos acarretaram alteracdo na
sequéncia de aminodcidos (mutacdo nao
sindnimas) do gene ICP4, de uma arginina
(R) (basico, polar hidrofilico positivo) para
metionina (M) (hidrofdbico) na posicéo 180
da sequéncia de aminoacidos, e de uma
alanina (apolar, fracamente hidrofébico,
pouco reativo em reacBes tridimensionais)
para valina (hidrofdbico) na posi¢do 209 da
sequéncia de amino&cidos. Além disso, 0s
isolados analisados agruparam-se em um
ramo diferente de outras amostras
brasileiras e de outros paises, com um
suporte de bootstrap maior que 60,
conforme observado na figura 13. Delegdes
e insercbes nas sequéncias ndo foram
detectadas.
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Tabela 9: Comparacdes das sequéncias de nucleotideos do gene ICP4 fragmento 1 de amostras
de Minas Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do GaHV-1 publicadas no genbank. As
posicdes 539 e 626 apresentam as mutagdes exclusivas observadas nas sequéncias obtidas, onde
houve a substituicdo de uma guanina por uma timina e de uma citosina por uma timina,

respectivamente.

Posi¢do no gene 284 | 430 | 438 | 456 | 539 | 598 | 626 | 688 | 799
2011 UFMG1 T G G G T G T A G
2012 UFMG1

2012 UFMG2

2013 UFMG1

2013 UFMG2

Brazil|FJ477352|USP-01 G C
Brazil|FJ477353|USP-02 G C
Brazil|FJ477356|USP-06 G C
Brazil|[FJ477357|USP-09 G C
Brazil|FJ794467|USP-74 A G Cc
Brazil|GQ499345|USP-07 A A G A Cc G
Brazil|FJ477365|USP-27 A A G A Cc G
FJ477351|CEO vaccine Nobilis A A G A C
FJA77350|CEO vaccine Laryngo-Vac A A G A o G
FJA77349|TCO vaccine LTI-IVAX A G C
EU104900|CEO vaccine A A G A C
EU104908|TCO vaccine A G C
Peru|FJ794469 A G A Cc
China|DQ995291 G C
China|JX458822 A A G A C
AwustralialJN804827 A A G A C
AwustralialJX646898 C A A G A C
USA|EU104911 G C A
USA|EU104899 G C A
USA|EU104910

USA|EU104907 A G o
USA|EU104906 A G C
USAIEU104912 A A G A C
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Posicéo no gene 284 | 430 | 438 | 456 | 539 | 598 | 626 | 688 | 799
USA[IN542536 A A G A o
USA[IN542534 A G o
USA[IN542533 G o A
USA|IN542535 A G Cc
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Tabela 10: ComparagGes das sequéncias de nucleotideos do gene ICP4 fragmento 2 de amostras de Minas Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do
GaHV-1 publicadas no genbank.

Posicéo no gene 3834 | 3836 | 3837 | 3905 | 3957 | 3981 | 3992 | 4012 | 4013 | 4016 | 4047 | 4101 | 4111 | 4223 | 4298 | 4311 | 4339 | 4377 | 4387 | 4388 | 4391

2011 UFMG1 G A C Cc C C G A G A G T G A C A T C G A C

2012 UFMG1

2012 UFMG2

2013 UFMG1

2013 UFMG2

Brazil[FJ477352]USP-01

Brazil[FJ477353]USP-02

Brazil[FJ477356|USP-06

Brazil|FJ477357|USP-09

Brazil|FJ794467|USP-74 C C A . . . . . . . . . . . . . . . C T A
Brazil|GQ499345|USP-07 . . . T . . . . . . A . . . . . . A
Brazil|FJ477365|USP-27 . . . T . . . . . . A . . . . . . A
FJA77351|CEO vaccine Nobilis . . . T . . . . . . A . . . . . . A
FJA77350|CEO vaccine Laryngo | . . . T . . . . . . A . . . . G . A
FJ477349|TCO vaccine LTIVAX | . . . . T T . G . . . . . . . . A A
EU104900|CEO vaccine . . . T . . . . . . A . . . . . . A
EU104908|TCO vaccine . . . . T T . G . . . . . . . . A A
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Posic&o no gene 3834 | 3836 | 3837 | 3905 | 3957 | 3981 | 3992 | 4012 | 4013 | 4016 | 4047 | 4101 | 4111 | 4223 | 4298 | 4311 | 4339 | 4377 | 4387 | 4388 | 4391
Peru|FJ794469 T A A A A

China|DQ995291 T T

ChinalJX458822 T A G A
AustraliaJN804827

AustralialJX646898 T A G A
USA|EU104911 T T

USAIEU104899 T T

USAIEU104910

USA|EU104907 T T G A A
USA|EU104906 T T G A A
USA|EU104912 T

USA|IN542536 T A A
USA|IN542534 T T G G A A
USA|IN542533 T T

USA|IN542535 T T G A A
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FJ477350 CEO vaccine Laryngo-Vac
JX646898 - Australia
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FJ477351 CEO vaccine Nobilis

FJ794469 - Peru

7B
JN804827 - Australia
55

9

[¥=)

20

EU104899 - U.S.
48?{ JN542533 - U.S.
EU104911 - U.S.

DQ995291 - China
FJ477356 USP-06 - Sao Paulo. Brazil
FJ477357 USP-09 - Sao Paulo. Brazil

83
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FJ477349 TCO vaccine LTI-IVAX
EU104908 TCO vaccine
EU104907 - U.S.
EU104906 - U.S.

JN542534 - U.S.
JN542535 - U.S.

FJ477353 USP-02 - Sao Paulo. Brazil
FJ477352 USP-01 - Sao Paulo. Brazil

FJ794467 USP-74 - Sao Paulo. Brazil

KF786292 - KF786297 UFMG1 - Minas Gerais
KF786293 - KF786298 UFMG1 - Minas Gerais
KF786294 - KF786299 UFMG2 - Minas Gerais

86 | KF786295 - KF786300 UFMG1 - Minas Gerais
KF786296 - KF786301 UFMG2 - Minas Gerais
EU104910 - U.S.

—
0.0005

fragmentos do gene ICP4 1 (688pb) e 2 (635pb) d

. Brazil (2011)
. Brazil (2012)
. Brazil (2012)
. Brazil (2013)
. Brazil (2013)

as estirpes de GaHV-1 e vacinais. Método:

Neighbor-joining com analise bootstrap de 1000 repeticdes usando o modelo Kimura 2-

parametros.
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As sequéncias obtidas neste estudo foram
depositadas na data base do genbank com
0s seguintes numeros de acesso: ICP4
fragmento 1: 2011/UFMG1 (KF786292);
2012/UFMG1 (KF786293); 2012/UFMG2
(KF786294); 2013/UFMG1 (KF786295);
2013/UFMG2 (KF786296). ICP4
fragmento 2: 2011/UFMG1 (KF786297);
2012/UFMG1 (KF786298); 2012/UFMG2
(KF786299); 2013/UFMG1 (KF786300);
2013/UFMG2 (KF786301).

5.7.1.2 Gene TK

As amostras 2011/UFMG1, 2012/UFMG1,
2012/UFMG2, 2013/UFMGL1,
2013/UFMG2 também foram utilizadas na
analise do gene TK, onde foi amplificado
um fragmento de 783 pares de base. Mais
uma vez, as sequéncias parciais das
amostras  2011/UFMG1, 2012/UFMGL,
2012/UFMG2, 2013/UFMG1,

2013/UFMG2 foram idénticas entre elas
(100% de similaridade), mas apresentaram
divergéncias com as sequéncias de outros
isolados do Brasil e de outros paises. Na
analise de nucleotideos, houve uma
mutacdo ndo sindnima exclusiva das
amostras sequenciadas neste estudo, com a
substituicio de uma adenina para uma
citosina na posi¢do 568 do gene, conforme
a tabela 11. Estas mudancas acarretaram
uma mudanca de uma metionina para uma
leucina, ambos hidrofébicos, na posicado
190.

A anélise do gene TK também foi realizada
buscando identificar uma  mutacdo
especifica na posi¢do 252 da sequéncia de
aminodcidos, que de acordo com a literatura
estaria relacionada a estirpes mais
virulentas. Em todas as sequéncias obtidas
foi observada uma treonina nessa posic¢éo
(Tabela 12).
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Tabela 11: ComparacGes das sequéncias de nucleotideos do gene TK de amostras de Minas
Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do GaHV-1 publicadas no genbank. A posi¢éo 568,
apresenta a mutacdo exclusiva observada nas sequéncias obtidas, onde houve a substituicdo de

adenina por uma citosina.

Posicao no gene 289 | 304 | 441 | 540 | 568 | 594 | 634 | 650 | 755 | 797 | 800
2011 UFMG1 C C G C C A G G C T C
2012 UFMG1

2012 UFMG2

2013 UFMG1

2013 UFMG2

Brazil FJ444833|USP-01 A C T

Brazil FJ444834|USP-02 A C T

Brazil GQ499341|USP-07 A

Brazil FJ444836|USP-09 A C T
Brazil|DQ786400|USP-22 A C T

Brazil DQ786401|USP-27 A C T G
Brazil FJ444847|USP-57 A

Brazil FJ444832|LTI-IVAX A G

Italy HM230801|CEO vaccine A

Italy HM230794 T A

USA|S83714 A

United Kingdom|D00565 T A

Taiwan|EU423897|SP-Trachivax A A
Switzerland|EU360950[TCO (2) A

Switzerland|EU360950|TCO A

Switzerland|EU360946 T A

China]AF435453 T A

China DQ522949 A

China|DQ522947 A

AustralialJX646898 A A
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Posi¢do no gene 289 | 304 | 441 | 540 | 568 | 594 | 634 | 650 | 755 | 797 | 800
Australia JN804827 A Cc T

China JX458822 A

USA[IN542536 T A

USA|IN542534 A

USA[IN542533 A A

USA[IN542535 A

USAINC 006623 T A
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Tabela 12: Comparacdes entre as sequéncias de aminoacidos do gene TK de amostras de Minas
Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do GaHV-1, a partir da traducdo de sequéncias
depositadas no Genbank. As sequéncias obtidas apresentaram uma treonina na posicao 252.

Posicdo na sequéncia de aminoacido

97

102

190

212

217

252

266

267

2011 UFMG1

2012 UFMG2

2012 UFMG3

2013 UFMG4

2013 UFMG5

Brazil FJ444833|USP-01

Brazil FJ444834|USP-02

Brazil GQ499341|USP-07

Brazil FJ444836|USP-09

Brazil|DQ786400|USP-22

Brazil DQ786401|USP-27

4E<4E4

Brazil FJ444847|USP-57

Brazil FJ444832|LTI-IVAX

Italy HM230801|CEO vaccine

Italy HM230794

USA|S83714

United Kingdom|D00565

Taiwan|EU423897|SP-Trachivax

Switzerland|[EU360950[TCO

Switzerland|[EU360946

China|AF435453

China DQ522949

China|DQ522947

AustralialJX646898

Australia JN804827

China JX458822

USA|IN542536

USA|IN542534

USA|IN542533

USA|IN542535

USA|NC 006623

4 EEEE N ES EES E RS E EG EES EAES E4ES E4EG E4 RN E4E4 K4
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As amostras analisadas, assim como para o
fragmento do gene TK, formaram um
grupamento diferente de outras amostras

brasileiras e de outros paises, com um
suporte de bootstrap maior que 60,
conforme observado na figura 14.

5

JX458822 China

EU360950 TCO from Switzerland

52|

5 DQ522949 China

JN542534 U.S.

S83714 U.S.

DQ522947 China

KF786290 UFMG1 - Minas Gerais. Brazil (2013)
KF786291 UFMG2 - Minas Gerais. Brazil (2013)
KF786289 UFMG2 - Minas Gerais. Brazil (2012)
KF786288 UFMG1 - Minas Gerais. Brazil (2012)
KF786287 UFMG1 - Minas Gerais. Brazil (2011)

GQ499341 USP-07 - Sao Paulo. Brazil

JN542536 U.S.

D00565 United Kingdom

AF435453 China

NC 006623 U.S.

EU423897 SP-Trachivax from Taiwan

FJ444847 USP-57 - Sao Paulo. Brazil

FJ444832 LTI-IVAX from Brazil

JN542533 U.S.

| HM230794 Italy

52| EU360946 Switzerland

JX646898 Australia

HM230801|CEO vaccine from Italy
JN542535 U.S.

FJ444833 USP-01 - Sao Paulo. Brazil
FJ444834 USP-02 - Sao Paulo. Brazil
FJ444836 USP-09 - Sao Paulo. Brazil
DQ786400 USP-22 - Southern of Brazil

—y
=

JNB04827 Australia

0.0005

DQ786401 USP-27 - Southern of Brazil

Figurey 14: Arvore fildgéhética gefada a parﬁr da sequéncia de nucleotideos dos fragmehtos do
gene TK das estirpes de GaHV-1 e vacinais. Método: Neighbor-joining com analise bootstrap

de 1000 repeticGes usando o0 modelo Kimura 2-parametros.
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As sequéncias obtidas neste estudo foram
depositadas na base de dados GenBank com
0s seguintes nimeros de acesso: KF786287

(2011/UFMGL); KF786288
(2012/UFMGL); KF786289
(2012/UFMG2); KF786290
(2013/UFMGL); KF786291
(2013/UFMG2).

5.7.2 Diagnostico diferencial
(Mycoplasma gallisepticum)

5.7.2.1 IGSR

Para 0 sequenciamento da regido
intergénica (IGSR), um total de sete
amostras positivas pela PCR para o
Mycoplasma gallisepticum foram utilizadas,
trés de 2011 coletadas em estudos
anteriores, (2011/1, 2011/2 e 2011/3), uma
de 2012 (2012/1), duas de 2013 (2013/1 e
2013/2) e uma amostra vacinal (MG-70
BIOVET®). Foi amplificado um fragmento
de 812 pares de base localizado entre a
posicdo 321.490 e 322.280 do genoma do
Mycoplasma gallisepticum entre 0s genes
16S e 23S rRNA.

As sequéncias obtidas apresentaram
consideravel variacdo nucleotidica entre
elas, onde puderam ser observadas
mutacdes, insercoes e delecbes (Tabela 13).
A amostra 2011/3 apresentou maior
variancia, sendo observadas duas mutagoes
exclusivas da estirpe, ndo sendo observada
em nenhuma outra amostra sequenciada no
presente trabalho ou ja submetida no
GenBank. Na posicdo 364 houve a
substituicio de uma guanina por uma
adenina, e na posi¢cdo 459 de uma guanina
por uma timina. Estas mutagdes pontuais de
substituicdo de nucleotideos acarretaram
alteracdo na sequéncia de aminoacidos, de
uma Alanina (A) para uma treonina (T) na
posicdo 122 e de uma Guanina (G) para
Valina (V) na posigéo 153 respectivamente.

As amostras 2011/1 e 2011/2 foram
idénticas entre elas, e apresentaram 100%
de similaridade com uma amostra
americana (KC247850). Ja a vacina MG-70
apresentou 100% de identidade com as
estirpes indiana (KC247859) e espanhola
(KC247858). Por fim, a amostra 2012/1 ndo
pode ser diferenciada (com identidade de
100%) das amostras da Venezuela
(KC247847) e da amostra vacinal
americana F (KC143383).

A érvore filogenética agrupou as amostras
estudadas em diferentes grupos, todos com
bootstrap maior que 60, conforme
representado na Figura 15. As amostras
2013/1 e 2013/2 ndo apresentaram
amplificacdo da regido intergénica.
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Tabela 13: Comparag@es das sequéncias de nucleotideos da regido intergénica (IGSR) de amostras de Minas Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do
Mycoplasma gallisepticum publicadas no GenBank. Posi¢fes 112 a 364. A estirpe 2011/3 apresentou maior variancia entre as sequéncias obtidas, com duas

mutagdes exclusivas dessa estirpe nas posi¢Oes 364 e 459 da regido intergénica.

Posigdo no gene 112 | 142 | 148 | 162 | 195| 197 | 225 | 227 | 230 | 233|238 | 239|251 | 257 | 263 | 275|281 | 282|283 | 286 | 311 317|337 |342 | 351|352 | 357|363 | 364
Brazil - 2011/3 strain T C G C G - G A C C A |G |A |A C C T G |A |A - T C A |T A |T C A
Brazil - 2011/2 strain - T A - C G
Brazil - 2011/1 strain . - T . A - C G
Brazil - 2012 strain A . C . T A . . G
Brazil - MG-70 strain T - . . . G |. A C C . G
KC247865 - U.S. 6/85 T A T G T C G . T |G
KC247864 - Australia ts-11 T A T G T . . . A G G
KC247860 - Thailand T A T G T |. G T C |G |T A . - G G
KC247859 - India T - G A C C G
KC247858 - Spain . T - . . . . G . . . . . A C C . G
KC247857 - Jordan A T A A T G . T G T C C T A - G . G
KC247850 - U.S. - T A - . C G
KC247849 - U.S. . A T . A G G
KC247847 - Venezuela A C . T A . G
KC247845 - Panama A - T T A T . G
KC247844 - Guatemala . . - . . A T G - G
KC247842 - Ecuador A A C . G . T . . A - . G
KC247840 - Colombia T A T G T G T CcC |G |T A - G G
KC247831 - South Africa T . A T G T . G T C T - G . G
KC247830 - South Africa . . T A . T G . C . . . . . G . T G
HQ143384 - Israel . A T A A T G T G T C C T A - G G
HQ143383 - U.S. F strain A C . . T . A . G
HQ143380 - Egypt T A T |G T G |T C T |A - G G
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Continuacéo tabela 12, posic6es 380 a 635.

Posigdo no gene

380

386

388

393

397

402

407

409

410

424

428

432

459

466

467

468

481

482

488

511

517

529

532

544

635

Brazil - 2011/3 strain

Brazil - 2011/2 strain

>

®

(@)

—

Brazil - 2011/1 strain

Brazil - 2012 strain

® O 6 |>

Brazil - MG-70 strain

—4 4[| |0

KC247865 - U.S. 6/85

o0 |00 |0 |d

®

KC247864 - Australia ts-11

C

(@]

KC247860 - Thailand

KC247859 - India

(@]

KC247858 - Spain

KC247857 - Jordan

KC247850 - U.S.

KC247849 - U.S.

KC247847 - VVenezuela

KC247845 - Panama

KC247844 - Guatemala

KC247842 - Ecuador

— |||

— |||

O 10 (OO0

O 10 (0|0

[eNIeNIeNIe]

> > > |>

KC247840 - Colombia

KC247831 - South Africa

KC247830 - South Africa

HQ143384 - Israel

HQ143383 - U.S. F strain

HQ143380 - Egypt

O 6006000000066 6|0|0|0|0|o|e[@6 |

O 0060000000066
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&0
76

a0

KC247847 - Venezuela
HQ143383 - U.S. F strain
KJ019169 Brazil - 2012 strain

KC247842 - Ecuador
KC247845 - Panama

95 L KC247844 - Guatemala
KJ019170 Brazil - MG-70 strain

76

E5 |

]|

]|

3 KC247859 - India

K(C247858 - Spain

KJ019167 Brazil - 2011/2 strain
; | KJ019166 Brazil - 2011/1 strain
KC247850 - U.S.
KJ019168 Brazil - 2011/3 strain
KC247865 - U.S. 6/85
34 L K(C247830 - South Africa
—— KC247849 - U.S.
—— KC247864 - Australia ts-11

98 | KC247857 - Jordan
| HQ143384 - Israel

0.005

o KC247831 - South Afiica

¢ || HQ143380 - Egypt
sa|  |KC247860 - Thailand
72| KC247840 - Colombia

intergénica (IGSR) das estirpes de Mycoplasma gallisepticum e vacinais. A estirpe 2012 foi
agrupada juntamente & estirpe vacinal F americana. Método: Neighbor-joining com anélise
boostrap de 1000 repeti¢bes usando o0 modelo Kimura 2-parametros.

As sequéncias obtidas neste estudo foram
depositadas na data base do GenBank com
0s seguintes numeros de acesso: KJ019166
(2011/1), KJ019167 (2011/2), KJ019168
(2011/3), KJ019169 (2012/1) e KJ019170
(MG-70).

5.7.2.2 Gene mgc2

As mesmas amostras utilizadas na
amplificacdo dos produtos para a regido
intergénica  (IGSR)  também  foram
utilizadas para 0  gene mgc2.
Diferentemente do ocorrido para a regido
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intergénica (IGSR), as amostras 2013/1 e
2013/2 apresentaram amplificacdo, e mais
uma vez, obteve-se variacdo nucleotidica
entre as estirpes obtidas no estudo (Tabela
14), porém, ao contrario do resultado
anterior, nenhuma mutacdo exclusiva para
as amostras obtidas foi encontrada no gene
mgc2.

Na andlise nucleotidica deste gene,
formaram-se dois principais grupos de
amostras. As amostras 2013/1, 2013/2,
2011/1 e MG-70 ndo apresentaram
diferencas entre elas, e foram idénticas as
estirpes norte americana (KC247882) e
espanhola (KC247891). Enquanto que, as
amostras 2011/2 e 2011/3 apresentaram

100% de identidade entre elas e com a
amostra sul africana (KC247868), diferindo
das estirpes da Guatemala (KC24877),
Venezuela (KC247880), Africa do Sul
(KC247866) e da vacina australiana ts-11
(KC247898) por apenas um nucleotideo na
posicdo 593 do gene, onde as sequéncias
2011/2 e 2011/3 apresentaram uma timina
ao invés de uma citosina. A amostra 2012/1
apresentou 100% de similaridade com a
estirpe vacinal americana F.

A érvore filogenética agrupou as amostras
estudadas em diferentes grupos, todos com
bootstrap maior que 60, conforme
representado na (Figura 16).
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Tabela 14: Comparagdes das sequéncias de nucleotideos do fragmento do gene mgc2 de amostras de Minas Gerais, estirpes vacinais e outras estirpes do

Mycoplasma gallisepticum publicadas no genbank.

Posicdo no gene

494

498

501

504

507

508

510

519

525

526

527

530

531

537

543

549

561

570

571

582

585

588

593

600

606

611

612

624

631

Brazil - 2011/1 strain

G

T

C

A

G

G

Brazil - 2011/2 strain

G

—

Brazil - 2011/3 strain

G

Brazil - 2012 strain

® O |6 (>

® O |6 (>

Brazil MG-70 strain

Brazil - 2013/1 strain

Brazil - 2013/2 strain

KC247899 - U.S. 6/85 strain

KC247897 - U.S. F strain

KC247898 - Australia ts-11
strain

KC247868 - South Africa

KC247866 - South Africa

KC247873 - Colombia

[eRIoNIoNI9]

R N )

® 06060 o6

® o660 O

HQ143372 - Egypt

KC247875 - Ecuador

KC247891 - Spain

KC247877 - Guatemala

KC247892 - India

HQ143377 - Israel

KC247890 - Jordan

KC247878 - Panama

KC247893 - Thailand

KC247883 - U.S.

KC247882 - U.S.

KC247880 - Venezuela
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Continuacéo tabela 14, posic6es 633 a 739.

Posigdo no gene

633

636

648

654

674

696

702

725

737

738

739

Brazil - 2011/1 strain

Brazil - 2011/2 strain

Brazil - 2011/3 strain

Brazil - 2012 strain

Brazil MG-70 strain

Brazil - 2013/1 strain

Brazil - 2013/2 strain

KC247899 - U.S. 6/85 strain

KC247897 - U.S. F strain

KC247898 - Australia ts-11

strain

KC247868 - South Africa

KC247866 - South Africa

KC247873 - Colombia

HQ143372 - Egypt

KC247875 - Ecuador

KC247891 - Spain

KC247877 - Guatemala

KC247892 - India

HQ143377 - Israel

KC247890 - Jordan

KC247878 - Panama

KC247893 - Thailand

KC247883 - U.S.

KC247882 - U.S.

KC247880 - Venezuela
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HQ143372 - Egypt
KC247882 - U.S.
KC247891 - Spain

25- KJ019177 Brazil - 2013/2 strain
KJ019176 Brazil - 2013/1 strain
48| KJ019171 Brazil MG-70 strain

KJ019172 Brazil - 2011/1 strain

h KC247892 - India

56 L KC247878 - Panama
KC247883 - U.S.
KC247875 - Ecuador
KC247893 - Thailand
HQ143377 - Israel

80 ' KC247890 - Jordan
KC247873 - Colombia
KC247899 - U.S. 6/85 strain
KJ019173 Brazil - 2011/2 strain
KJ019174 Brazil - 2011/3 strain
KC247898 - Australia ts-11 strain
KC247868 - South Africa
KC247866 - South Africa
KC247877 - Guatemala
KC247880 - Venezuela

2

]

a8

40

44

70

| KJ019175 Brazil - 2012 strain
1001 KC247897 - U.S. F strain

0.005

Figura 16: Arvore filogenética gerada a partir da sequéncia de nucleotideos do gene mgc2 das
estirpes de Mycoplasma gallisepticum e vacinais. . A estirpe 2012 foi agrupada juntamente a
estirpe vacinal F americana. Método: Neighbor-joining com analise bootstrap de 1000
repeti¢fes usando o modelo Kimura 2-pardmetros.

As sequéncias obtidas neste estudo foram
depositadas na data base do GenBank com
0s seguintes nimeros de acesso: KJ019171
(MG-70), KJ019172 (2011/1), KJ019173

(2011/2), KJ019174 (2011/3), KJO019175
(2012/1), KJ019176 (2013/1) e KJ019177
(2013/2).
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5.8 Analise das aves vacinadas e nao
vacinadas com as vacinas vectoradas
para LTI

Neste estudo foram selecionadas
granjas em que era feito o programa para
vacinacdo de laringotraqueite e também
duas granjas em que nao era feita a
vacinacdo, ainda no ano de 2012. Nas
granjas com o programa de vacinacdo, as
coletas foram realizadas em lotes/galpdes
de aves vacinadas (mais jovens) para LTI e
lotes de aves ndo vacinadas (mais velhas)
no pico de producédo e final de producéo.

Foi realizada uma analise de amostras de
aves vacinadas (108 - 68%) e ndo
vacinadas (51 — 32%) quanto a positividade
para 0 GaHV-1 & PCR sendo positivas (71
— 45%) e negativas (88 — 55%). Do total de
aves analisadas (159), 40 (37%) eram
vacinadas e positivas, 31 (60%) eram néo
vacinadas e também positivas para o
GaHV-1. Enquanto que, 68 (63%) eram
vacinadas e negativas e 20 (40%) né&o
vacinadas e negativas para o GaHV-1. Os
resultados aqui descritos encontram-se na
tabela 15.

Tabela 15: Numero de galinhas positivas e negativas pela técnica da PCR comparando aves
vacinadas e ndo vacinadas com vacinas vetorizadas (HVT ou FPV).

NUmero de Positivas para o Negativas parao | Total
aves GaHV-1 pela GaHV- 1 pela
PCR PCR
Vacinadas 40 (37%) 68 (63%) 108 (68%)
N&o vacinadas | 31(60%) 20 (40%) 51 (32%)
71 (45%) 88 (55%) Total: 159 aves
(100%)

Na analise estatistica utilizada (teste
qui-quadrado), nédo houveram
evidéncias para aceitar a hipdtese nula
de que os resultados observados quanto
a positividade a PCR e vacinagdo
fossem independentes, uma vez que o
valor de p<0,01 (99%) foi encontrado,
sugerindo entdo que a positividade de
galinhas vacinadas € significativamente
menor que nas aves ndo Vvacinadas
contra a doenca, no periodo avaliado de
2012 e 2013.
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6. DISCUSSAO

A LTI apresenta distribuicdo geografica
cosmopolita, sendo de ocorréncia ciclica em
areas endémicas, principalmente em areas
de alta densidade de producdo (Guy e
Garcia, 2008). A regido da Mantiqueira
possui 27 granjas, com aproximadamente
9,5 milhdes de aves alojadas, que produzem
quatro milhdes de ovos por dia. E a segunda
regido de maior concentracdo de granjas e
aves de postura de ovos comerciais do
Brasil.

Durante o periodo de monitoramento
(2012-2013), as galinhas de postura
comercial das granjas avaliadas ndo
apresentaram sinais ou lesbes
macroscopicas  sugestivas de  LTL
Entretanto, 0S episadios isolados
evidenciaram que os sinais clinicos, lesdes
macroscopicas e histopatoldgicas
observadas foram similares aos relatados
para a doenca (Guy et al., 1990). Apesar da
existéncia dos casos isolados, as taxas de
mortalidade apresentados pelos
proprietarios das granjas encontravam-se
dentro da normalidade na maior parte do
periodo avaliado.

Clinicamente, a LTI na forma severa é
caracterizada por uma doenga respiratoria
aguda com sinais que incluem secrecéo
nasal sanguinolenta, espirros e dispneia
acentuada. A mortalidade pode variar entre
5 a 70% e a morbidade entre 90 e 100%.
Sinais clinicos relacionados & forma branda
enzodtica incluem diminuicdo da producéao
de ovos, conjuntivite, edema dos seios
paranasais, traqueite leve, descarga nasal
persistente e conjuntivite (Timurkan et al.,
2003, Guy e Garcia, 2008). As alteracdes
macroscopicas da forma severa s&o
caracterizadas principalmente por leséo
fibrinonecroética nas mucosas respiratorias
principalmente da laringe e traqueia (Beach,
1926; May e Tittsler, 1925; Seifried, 1931;
Hayashi et al., 1985, Sellers et al., 2004),
conforme foi observado nos episddios
relatados em aves ndo vacinadas. Como a
taxa de mortalidade dos episodios isolados
foi abaixo de 3% e a taxa média de
mortalidade mensal nas granjas manteve-se

abaixo de 0,3%, sugere-se a forma menos
severa para a LTI nas galinhas dessa regido.

Em relagdo a histopatologia, quatro aves,
das 159 galinhas avaliadas durante as
visitas, foram incluidas na fase subaguda a
cronica da LTI devido as caracteristicas das
lesGes observadas. Segundo Purcell (1971)
e Hayashi et al. (1985), na fase subaguda a
cronica da doenca, as células sinciciais ndo
sdo mais observadas, pois ocorre
descamacdo do epitélio de revestimento
juntamente com essas células. Observa-se
neste estagio da doenca erosdo da mucosa
com exposicdo da lamina prépria e em
alguns casos associacdo com exsudato
necrocaseoso. A observacdo de necrose
associada a ceélulas sinciciais com
corpusculo de inclusdo intranuclear na
histopatologia podem ser utilizados para o
diagndstico da infeccdo pelo GaHV-1
(Crespo et al., 2007), sendo a ocorréncia
destes varidvel dependendo da evolucdo da
doenca (Hayashi et al., 1985). Assim, as
lesbes das quatro aves foram sugestivas, e
nao confirmatorias. Entretanto, em 18 aves
(enviadas pelos veterinarios do IMA) foram
observadas lesdes patognomonicas de LTI,
sendo possivel o diagnéstico final pela
histopatologia. Segundo Purcell (1971) e
Hayashi et al. (1985), na fase aguda da
doenca a traqueia pode apresentar:
hiperplasia do epitélio com trés ou quatro
camadas de células semelhantes a um
epitélio  estratificado  simples  e/ou
escamoso; formagdo de células sinciciais
contendo  numerosos  ndcleos  com
corpusculos  de inclusdo; infiltrado
linfocitario e plasmocitario na lamina
propria e descamacdo do epitélio de
revestimento para o limen.

Os corpusculos de inclusdo dos herpesvirus
sdo acumulos 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 eletrébnica mostraram que as
ceélulas sinciciais sdo formadas pela fuséo
das células epiteliais ciliadas e ndo ciliadas
da mucosa respiratéria (Hayashi et al.,
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1985). Nas aves do presente estudo que
apresentaram lesGes histolégicas
caracteristicas de LTI, pode-se observar
formacdo de sincicios a partir de células
ciliadas e também de células néo ciliadas e
profundas da mucosa da traquéia,
corroborando com a descri¢do anterior. No
entanto, o mecanismo pelo qual o virus
induz a formacdo dos sincicios ainda néao
foi esclarecido. Possivelmente, a inducéo da
fusdo pode ocorrer dirigida pelo préprio
GaHV-1, levando a interacdo de
glicoproteinas do envelope viral com
receptores da membrana das células,
garantindo a sua replicacdo e disseminagdo
(Herschke et al., 2007).

O diagnostico diferencial da LTI com
outras doengas respiratorias deve ser
considerado devido a similaridade dos
sinais clinicos e das lesdes macroscoépicas.
Além disso, as infeccBGes sdo favorecidas
pelos sistemas de confinamento que criam
condicbes ideais para a instalagdo e
multiplicacdo de agentes infecciosos,
fazendo com que uma ave apresente uma
grande variedade de patdgenos (Guy e
Garcia, 2008). Para isso, além da
observacao criteriosa das lesbes
histologicas, devem-se utilizar técnicas
complementares de diagndstico, como
deteccdo de material genético pela PCR.
LesBes no aparelho respiratério sugestivas
de outros agentes infecciosos foram
observadas em 48 galinhas das 159
estudadas.

Foram encontradas lesGes sugestivas de
Mycoplasma spp. em 41 aves de postura
comercial. Este agente causa sinais clinicos
semelhantes as causadas pelo GaHV-1,
principalmente na fase aguda e o
diagndstico diferencial deve ser feito.
Macroscopicamente, pode ser observado
espessamento da mucosa, hiperemia e
exsudato mucocatarral na traqueia (Ley,
2008). Na histopatologia da mucosa
respiratoria, a infeccdo pela micoplasmose
tem como caracteristica a hiperplasia de
foliculos  linféides e o infiltrado
linfoplasmocitario formando agregados
semelhantes a foliculos e 0
desaparecimento dos cilios, porém sem
necrose e desprendimento do epitélio
(Gaunson et al., 2000).

A presenga da micoplasmose nas granjas de
postura se deve provavelmente a
inexisténcia  de  barreiras  sanitarias
adequadas, a um programa de vacinacdo
deficiente, ou ainda a introducdo de aves
provindas de areas livres de vacinagdo em
granjas em que ¢é realizada a vacinagdo. O
menor nimero de aves positivas para M.
gallisepticum e M. synoviae em 2013
podem estar relacionadas a vacinagao
uniforme de todas as aves para LTI. Essas
bactérias podem manter-se viaveis por
longos periodos, tornando possivel a
infeccdo de novos galpdes. Uma das
principais caracteristicas das
micoplasmoses,  especialmente o M.
synoviae, € a manifestacdo assintomatica,
podendo levar a imunossupressdo do
hospedeiro (Stipkovits e Kempf, 1996). O
Mycoplasma spp. vem sendo reconhecido
pela sua tendéncia de interagir com outros
patdgenos respiratorios, como a interagdo
entre M. gallisepticum com  virus
respiratérios e também com Escherichia
coli, conhecida como doenca respiratoria
crbnica (DRC).

Seis aves apresentaram lesdes compativeis
com bronquite infecciosa que é causada por
um virus membro da  familia
Coronaviridae, que leva a uma doenca
respiratdria altamente contagiosa e algumas
vezes reprodutiva. A doenca é caracterizada
por sinais respiratorios, nefrite, diminuigao
da producdo e qualidade dos ovos
(Cavanagh, 1999). Feng et al., 2012,
descreveu que ao exame microscopico dos
tecidos traqueais, foram reveladas extensa
necrose e degeneracgdo das células epiteliais,
com estruturas pseudoacinares (necrose
individual de células) que resultavam da
descamagdo das células para o lumen,
conforme foi observado nas amostras
analisadas.

Uma ave apresentou lesdes compativeis
com bouba aviaria, doenga causada por um
poxvirus que atinge pele, mucosa oral,
esofago e trato respiratério superior. A
visualizacdo dos corpusculos de inclusdo
eosinofilicos intracitoplasmaticos  nas
celulas epiteliais da laringe e traqueia indica
se tratar de uma lesdo causada por esse
virus (forma diftérica), ja que esta é uma
alteracdo caracteristica e diagndstica para a
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doenca (Silva et al., 2009). O poxvirus
aviario na sua forma mais virulenta é
caracterizado pela forma diftérica, que é
facilmente confundido com LTI (Fatunmbi
et al., 1995). Recentemente, novos casos de
coinfecgdes envolvendo poxvirus aviario e
GaHV-1 foram relatados (Diallo et al.,
2010).

A histopatologia pode ser uma técnica
altamente especifica para o diagnéstico de
LTI, no entanto, a sensibilidade da técnica
pode ser baixa devido a descamacdo das
células sinciciais com corplsculo de
inclusdo nas fases subaguda a crdnica da
doenca. Dessa forma, quando ndo séo
observadas lesBes caracteristicas de LTI,
técnicas complementares de diagnostico sdo
de extrema importdncia, como 0O
diagndstico pela PCR.

A técnica da PCR, utilizando o par de
primers que amplifica um produto de 237
pb mostrou bons resultados com relacdo a
especificidade e sensibilidade. O gene ICP4
esta presente na regido longa (UL) do DNA
viral e é formado por 4386 nucleotideos.
Desempenha um importante papel na
regulacdo da expressdo gendmica no inicio
da infeccdo e é wusado em estudos
epidemioldgicos para distingdo  entre
estirpes vacinais e estirpes de campo ou
selvagens (Johnson et al., 1995; Chacén e
Ferreira, 2009).

O GaHV-1, assim como outros herpesvirus,
permanece em estado de laténcia no
hospedeiro, podendo ser reativado em
situacOes de estresse e re-excretado para o
ambiente. Aves vacinadas com vacinas
vivas atenuadas também permanecem como
carreadoras, ja que 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 o ganglio
trigfmeo (Williams, 1992). No presente
trabalho, foram submetidos & PCR 159
ganglios trigémeos de aves de postura
comercial, e interessantemente, todos foram
negativos para a presenca do genoma viral.
Esse resultado sugere que as aves ndo se
encontravam na condicdo de laténcia,
provavelmente pelo baixo desafio viral e
pelo efeito protetor das vacinas vectoradas.

O répido diagnostico etioldgico das doencas
respiratorias é essencial para um controle
efetivo, entretanto torna-se desafiador
devido a similaridade entre o0s sinais
clinicos e as lesdes macroscépicas
induzidas pelos patdgenos respiratorios.
Além disso, usualmente mais de um agente
pode estar envolvido no processo, tornando
necessarias analises histopatoldgicas e
microbioldgicas  adicionais para 0
diagnoéstico final (Scholz et al., 1994,
Yashpal et al., 2004). E fundamental
lembrar que a deteccdo do antigeno pode
ndo ser suficiente para o diagndstico da
doenca e/ou morte. A detec¢do do agente
utilizando PCR como Unico teste ndo
confirma a ocorréncia da doenga, em vista
da condicdo de portador ou laténcia,
caracteristica de alguns agentes (Scholz et
al., 1994). Muitos dos agentes infecciosos
respiratérios citados podem desenvolver
estado de laténcia como o Gallid
herpesvirus (Bagust, 1986) ou estado de
portador como o Mycoplasma gallisepticum
(Stipkovits e Kempf, 1996). Além disso, é
imprescindivel lembrar que vacinas vivas
atenuadas podem produzir uma reacdo
positiva pela PCR, dificultando sua
interpretacdo, como descrito nas
micoplasmoses (Nascimento et al., 2006,
Armour et al., 2013).

Em vista disso, a associacdo desses
resultados com a histopatologia torna-se
fundamental, pois esta permite visualizar
lesBes que possam ser associadas com um
determinado agente em questdo. Dessa
forma, a histopatologia indica a presenca de
inclusbes patognoménicas, agentes
infecciosos, ou lesBes  neoplésicas,
indicando um diagndstico conclusivo e 0s
possiveis diagnosticos diferenciais nos
casos em que ndo ha definicdo. Além disso,
muitas vezes a falha em detectar amostras
positivas, mesmo quando as lesBes
histopatoldgicas sdo fortemente indicativas
de determinado agente, poderia ocorrer
devido a baixas concentragdes de antigeno
nas amostras analisadas, frequentemente
observado nos estagios cronicos (Abbas e
Andreasen, 1996; Williams et al., 1994).

Além da PCR, o sequenciamento de genes
especificos tem sido realizado para melhor
entendimento da doenca em relacdo a
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estirpe do agente infeccioso envolvido,
esclarecendo a origem doagente de uma
regido ou pais (Chacon e Ferreira, 2009). A
estirpe viral envolvida no surto de LTI em
Minas Gerais foi alinhada com depositos de
referéncia no GenBank buscando identificar
mudancas nos nucleotideos e aminoécidos.
Todas as sequéncias obtidas foram idénticas
entre elas, com 100% de identidade na
andlise de nucleotideos. O gene ICP4
permitiu diferenciar as sequéncias obtidas
das amostras vacinais CEO e TCO. As
amostras analisadas ndo apresentaram a
delecdo nas regides de 272 a 283 do gene
ICP4, como observadas nas amostras
vacinais (vacinas vivas atenuadas, CEO e
TCO), que permite facilmente sua
diferenciagdo de amostras selvagens. Além
disso, outras amostras brasileiras incluidas
no estudo (Sdo Paulo e Sul do Brasil),
também apresentaram diferencas
significativas na sequéncia de nucleotideos,
sendo identificadas algumas mutaces néo
sinbnimas nas sequéncias analisadas que
resultaram na mudanca de aminodcidos. As
sequéncias de aminodcidos deduzidas para
ICP4 mostraram substituigdes de arginina
(R) para a metionina (M) na posicéo 180 e
alanina para valina na posicdo 209. As
substituicbes de  aminoacidos  com
diferentes propriedades fisico-quimicas (R)
para (M) pode resultar em uma mudanca
estrutural na proteina ou em seu aspecto
tridimensional (Barnes e Gray, 2003). No
entanto, o significado biologico deste
achado necessita de maior investigacéo.

A anélise do gene TK também foi realizada
buscando identificar mudangas  nos
nucleotideos e aminoécidos quando as
sequéncias encontradas foram alinhadas
com depositos de referéncia no GenBank.
Amostras de baixa viruléncia tem uma
treonina na posicdo 252 do gene TK,
enguanto que cepas virulentas possuem
uma metionina nessa posi¢do (Han & Kim,
2001). As estirpes obtidas no estudo néo
apresentaram a mutacdo nessa regido,
sugerindo baixa patogenicidade para as
amostras analisadas. De fato, embora as
lesBes nas aves que adoeceram tenham sido
intensas, a taxa de mortalidade e morbidade
foram baixas quando comparadas aos surtos
com virus de alta viruléncia, como 0s

descritos por Chacon e Ferreira, (2009) em
séo Paulo.

Chacon et al. (2010,) estabeleceu que o
surto ocorrido em S&o Paulo em 2002, foi
causado por um virus altamente virulento
ndo vacinal circulando simultaneamente
com virus tipo vacinais (CEO) e virus
selvagem de menor viruléncia.
Diferentemente do observado pelos autores,
o0s resultados apresentados sugerem que a
origem do GaHV-1 no surto em Minas
Gerais ndo foi causada por um virus
vacinal, mas sim por um virus selvagem. A
caracterizacdo viral permitiu afirmar que o
virus encontrado no sul de Minas Gerais
ndo é idéntico ao descrito para o surto
ocorrido em 2002, em Sdo Paulo.

Quando as arvores filogenéticas foram
construidas, as estirpes obtidas no estudo
foram agrupadas separadas das vacinas
CEO e TCO e também de outras amostras
brasileiras, tanto para os genes ICP4 como
para o gene TK. Assim, a origem do virus
na regido ainda permanece desconhecida,
embora um vinculo epidemiolégico com o
Estado vizinho ndo poderia ser excluido,
uma vez que aves de ambas as areas foram
rotineiramente transportados para um
matadouro comum na época do surto em
Minas Gerais. No entanto, considerando
gue nem todas as estirpes isoladas de surtos
de Sdo Paulo (Bastos e Guatapard) foram
caracterizadas geneticamente, um quadro
epidemioldgico mais completo s poderia
ser obtido comparando sequéncias do surto
de Minas Gerais com isolados de todos os
surtos de S&o Paulo.

Nenhum sinal clinico ou lesdo compativel
com a LTI foi descrito anterior a outubro e
novembro de 2010 nas 27 granjas da area
isolada, data em que, simultaneamente, a
maioria das granjas da regido apresentou
aves com sinais e lesdes tipicas da doenca.
Evidéncias da presenca anterior do GaHV-1
causando doenca em aves da regido, ndo
foram encontradas. Estudos utilizando
amostras de aves mostrando doenca clinica
respiratoria em julho de 2010, cerca de
quatro meses antes do surto foram feitas e,
embora limitado a uma granja da regido
(Preis, 2013a), 0 GaHV-1 néo foi detectado
pela PCR.
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A possibilidade da presenca do virus na
regido e alguma condicdo de biosseguridade
inadequada ou ainda a ocorréncia de uma
mutacdo dos virus de Sdo Paulo, parece
improvavel para explicar a origem do virus,
uma vez que a analise molecular revelou
que o virus ndo apresentou mutacfes em
pelo menos dois fragmentos do gene ICP4 e
um fragmento do gene TK por trés anos
consecutivos. Assim, a introducéo do virus
pela primeira vez na regido no momento do
surto (Novembro de 2010) parece ser a
hipGtese mais provavel de ser considerada.
Por outro lado, a primeira deteccdo do virus
no Brasil foi feita em 1974 por Hipdlito et
al., em um granja do Rio de Janeiro, e,
posteriormente, desapareceu ou permaneceu
em siléncio por anos, sugerindo que o virus
poderia estar presente sem ser detectado em
regides vizinhas.

O meétodo de criagdo das granjas, mantendo
as aves em varios andares, e em grande
concentracdo, somado a manutencdo de
grupos de aves em varias idades, e por um
longo periodo de tempo durante a producéo,
séo condicBes que oferecem a oportunidade
de linhagens da vacina viva atenuada
reverter a viruléncia (Oldoni e Garcia,
2007). Considerando esse risco de
introducdo de diversidade genética atraves
de virus vacinais na regido, o MAPA
autorizou apenas o0 uso de vacinas
vectoradas para controlar a doenca e para a
prevencdo de novos casos na regido.

Assim, as vacinas vectoradas foram
adotadas no Brasil, e como comegou a ser
testada pela primeira vez nessa regido,
tornou-se extremamente importante o
acompanhamento  para  detectar 0
comportamento dos niveis de atividade
viral das granjas do foco. De acordo com os
resultados obtidos por PCR, houve uma
tendéncia de diminuicdo de aves infectadas
(positivas para GaHV-1), ap6s a introdugdo
das vacinas de LTI vectoradas HVT e/ou
FPV. De 2012 a 2013, houve uma reducéo
de aproximadamente 40% no ndmero de
aves positivas para GaHV-1. Durante esses
dois anos de estudo, as aves nao
apresentaram sinais clinicos ou variagao nas
taxas de mortalidade ou na produgédo de
ovos em galinhas vacinadas, 0 que sugere
que o0s procedimentos de vacinagéo

implementados, associados a  outras
medidas complementares tomadas tém sido
eficazes no controle da doenca.

Em um estudo feito por Johson et al.
(2010), em regides com forte desafio viral,
as vacinas recombinantes falharam em
garantir protecdo contra a doenca,
entretanto em regiGes com desafio viral leve
a moderado, essas vacinas foram eficientes.
Segundo Tong et al. (2001), a vantagem
dessa vacina € a sua auséncia de
transmisséo de ave para ave e, dessa forma,
ndo sendo responsavel por infecgdo latente
ou reversdo de viruléncia.

Em todos o0s géanglios trigmeos
examinados, ndo foi detectado DNA viral.
Este resultado poderia levantar a hipdtese
de que a vacina poderia evitar uma infeccéo
latente. Além disso, aparentemente, a
vacinagdo ndo protege todas aves da
infeccdo. No presente estudo, foi observado
gue a traqueia, tanto de aves vacinadas
como ndo vacinadas foram positivas para o
GaHV-1, embora aves vacinadas positivas
ocorreram em propor¢cdes menores e ndo
associadas a lesBes indicativas da doenca
causada pelo agente em questao.

A auséncia de aves com sinais clinicos ou
com lesbes da LTI evidenciaram que a
vacina vectorada é eficaz em gerar uma
resposta do sistema imunoldgico das aves,
uma vez que evita que a ave apresente a
doenca clinica, além disso, como citado
anteriormente, sugere que O Virus ndo
consiga realizar laténcia no ganglio do
nervo trigémeo. Anteriormente, resultados
positivos na PCR para GaHV-1 nos
ganglios do nervo trigémeo foram obtidos a
partir de galinhas com lesdes de LTI
descritos em 2011, aves estas coletadas
antes da introducdo da vacina vectorada
(Preis et al., 2013b), bem como a partir de
galinhas de subsisténcia sem doenca clinica
(Preis, 2013a) da regiao.

Embora a regido ndo tenha mais
apresentado surtos de LTI, ficou claro pelos
resultados obtidos que o virus ainda
encontra-se presente, e circulante entre as
aves e granjas. Esta condicdo foi detectada
guando foram introduzidas aves
provenientes de uma regido em que nédo era
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realizada a vacinacdo para o0 GaHV-1, e
estas apresentaram sinais graves de doenca
respiratéria aguda, sendo o diagndstico
posteriormente  confirmado para LTI,
demonstrando que ha aves que permanecem
infectadas e com capacidade de transmisséo
dos virus.

E importante ressaltar ainda que todos os
isolados  obtidos ndo  apresentaram
diferencas entre suas analises de
nucleotideos, de 2011 a 2013, evidenciando
que o virus permaneceu estavel ao longo de
trés anos, inclusive o DNA amplificado e
sequenciado dos casos enviados pelo IMA
mostrou-se idéntico ao das aves coletadas
nas coletas de maio de 2012 e abril de 2013.
Considerando-se  que  galinhas  de
subsisténcia foram positivas na regido em
estudos anteriores, é de fato, importante que
se introduza a vacinacdo obrigatéria
também em aves de subsisténcia, uma vez
que estes podem atuar como reservatorio e
fonte de infeccdo para galinhas comerciais.

A vacina ideal para LTI seria aquela de
baixo custo e que consiguisse assegurar
uma protecdo uniforme em todo o galpdo. A
vacina ideal evitaria a laténcia, teria uma
prevengdo completa para a replicacdo viral,
impedindo a infecgdo e transmisséo entre as
aves, 0 que seria fundamental para o
controle e erradicacdo da doenga. Coppo et
al., (2013), afirma que mesmo com 0s mais
recentes avancos no desenvolvimento de
vacinas ainda ndo se atingiu o ideal, porém,
0S avancos tornaram 0 controle mais
viavel. Além disso, uma abordagem
combinada, em que diferentes tipos de
vacina sdo utilizadas em sinergismo,
melhora o efeito de protecdo induzido
individualmente pelas vacinas.

No presente estudo, com base na
histopatologia foi observada uma alta
ocorréncia  da  micoplasmose (M.
gallisepticum e M. synoviae) , demonstrada
pela observacao das lesGes caracteristicas e
pela deteccdo do DNA viral de aves
positivas pela PCR. As aves podem
apresentar-se na condicdo de portadoras
(Scholz et al, 1994), e para isso deve-se
associar 0 resultado molecular a
histopatologia, que deve apresentar lesdes
compativeis com o agente etiologico

pesquisado. Por outro lado, no caso de
estudos epidemiol6gicos em que seja
necessario determinar a origem no
microrganismo, ou realizar a diferenciagdo
de estirpes vacinais (vacinas vivas
atenuadas) de estirpes selvagens, o
sequenciamento  deve  ser utilizado
(Nascimento et al, 2006; Armour et al.,
2013).

Para a caracterizacdo molecular do
Mycoplasma gallisepticum, foram
selecionadas seis galinhas , trés de 2011,
uma de 2012 e duas de 2013, que
apresentaram lesGes histolégicas
compativeis com Mycoplasma
gallisepticum e que foram positivas pela
PCR. Adicionalmente, uma amostra vacinal
(MG-70 (BIOVET®)), administrada
frequentemente nas granjas de avicultura do
Brasil, também foi analisada. Armour et al.
(2013), descreveu que o sequenciamento de
multiplas regiGes, e em particular a regido
intergénica (IGSR) e um fragmento do gene
mgc2  possuem  um  alto  poder
discriminatério para  caracterizacdo de
diferentes estirpes.

A andlise da regido intergénica possibilitou
a identificacdo de trés estirpes diferentes.
Das trés estirpes, duas foram caracterizadas
como sendo selvagens e uma vacinal
(2012/1), idéntica a estirpe F originada dos
Estados Unidos. Curiosamente, nédo se
obteve amplificacdo das amostras extraidas
em 2013, podendo o fato estar relacionado a
uma mutacdo ou delecdo da regido alvo
(IGSR) delineada para a PCR.

Da mesma forma, as mesmas sete amostras
também foram analisadas para um
fragmento do gene mgc2, e cinco diferentes
estirpes foram caracterizadas, sendo quatro
selvagens. Pela andlise do fragmento do
gene mgc2, foi evidenciado identidade de
100% da amostra 2012/1 com uma estirpe
de origem vacinal (F). E importante
destacar, que mesmo tendo sido detectadas
grande variedade de diferencas
nucleotidicas que determinaram diferengas
em aminoacidos entre as diferentes
amostras analisadas, entretanto, é possivel
que mudangas em nucleotideos de sitios
particulares ndo resultem em diferentes
estirpes (Amour et al., 2013).
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De acordo com o resultado apresentado,
uma das seis amostras foi identificada como
sendo de origem vacinal. A ave que
apresentou este resultado apresentava lesdes
histopatoldgicas de micoplasmose, podendo
ser um caso de reversdo de patogenicidade,
em que o agente vacinal estaria sendo
responsavel por doenca (Gaunson et al.,
2006). Por outro lado, deve-se considerar a
resposta vacinal, a qual pode levar ao
aumento do infiltrado inflamatério na
lamina prépria da mucosa respiratria. No
entanto, o desafio gerado pelos antigenos
vacinais ndo resultam em formacgdes
intensas (Gaunson et al. 2005), como as
observadas nesta ave.

No caso das outras cinco aves em que foi
realizado o sequenciamento para M.
gallisepticum, foram obtidas diferentes
estirpes, ndo associadas a estirpes vacinais.
As amostras de 2011 eram provenientes de
uma granja de recria que ndo realizou a
vacinagdo para micoplasmose, portanto as
trés amostras de 2011 eram de aves ndo
vacinadas para micoplasmose. As amostras
de 2012 e 2013 foram obtidas de granjas em
gue as aves foram vacinadas para o M.
gallisepticum (estirpes F e MG-70). Sendo
assim, os casos de 2011 provavelmente se
tratavam de infeccdo pelo patégeno quando
as aves ndo vacinadas foram introduzidas
na granja, o que levou as aves a
desenvolverem as lesdes, que variavam de
moderadas e intensas. Entretanto, para as
aves de 2012 e 2013 vacinadas para M.
gallisepticum, pode-se relacionar a alta
variacdo genetica entre as estirpes de M.
gallisepticum, sugerindo que a vacinagao
utilizada ndo garanta protecdo cruzada
contra as diferentes estirpes (Amour et al.,
2013). A galinha é o hospedeiro primério e
natural do GaHV-1. Alguns trabalhos tém
descrito a doenca também em faisbes e
pavbes (Graham & Boycott, 1981) e em
perus (Portz et al., 2008). Outras espécies,
mesmo proximamente relacionadas aos
galiformes, ndo sdo susceptiveis. Os patos
tém sido descritos como refratérios a
infeccdo pelo GaHV-1, porém, em um
estudo feito por Yamada et al., (1980),
demonstraram que estes podem ser
infectados subclinicamente, sugerindo que
podem ser susceptiveis a uma infeccdo
experimental pelo GaHV-1.

N&o ha na literatura informagfes sobre a
possivel infeccdo das codornas pelo GaHV-
1, e acredita-se que estas também sejam
refratarias. O estudo da presenca do virus
nestas  espécies €  particularmente
importante, uma vez que estas sdo criadas
muito proximas das granjas de galinhas
poedeiras, inclusive coexistindo em uma
mesma granja. No presente estudo, as
codornas foram avaliadas quanto & presenca
de lesdes para LTI assim como para 0 DNA
viral. Todas as 19 codornas avaliadas néo
apresentaram lesdes e foram negativas para
0 DNA viral, sugerindo que estas néo
tenham participacdo no processo de
manutencdo do virus na regido da
Mantiqueira.

A profilaxia da laringotraqueite requer a
cooperagdo entre as granjas localizadas no
foco e 6rgdos governamentais. Para Bagust
(1995), o controle da LTI inicia-se com o
diagndstico precoce, uso de um programa
de vacinacdo e prevencdo do virus. Devem
ser adotados cuidados como higiene, vazio
sanitario, cuidados com objetos,
equipamentos e veiculos potencialmente
contaminados, além do controle de roedores
e cdes. O programa de vacinacdo deve ser
uniforme para evitar a infeccdo de aves
susceptiveis e a ocorréncia da doenca
clinica. Apesar de ndo haver possibilidade
de infeccdo para espécies de aves como
garcas e pardais, e mamiferos como gatos,
estes foram constantemente observados
circulantes por entre os galpdes, havendo o
risco da transmissdo mecanica.

As medidas de biosseguridade devem ser
adotadas e visam reduzir, minimizar ou
impedir oportunidades de disseminagdo do
agente etiolégico. Com a notificagdo do
surto a0 MAPA, houve a interdicdo da
regido, impedindo a movimentagdo das aves
para &reas ou granjas livres. Além disso,
existe a limitagdo para o transito de aves de
descarte para outras regides, devendo ser
abatidas dentro da é&rea interditada ou o
mais proximo possivel. Ficou demonstrado
ainda que ha a presenca de aves de
subsisténcia positivas para o GaHV-1 na
regido, indicando que estas também devem
ser vacinadas, uma vez que podem
funcionar como uma fonte de infec¢édo para
as aves de producéo industrial.
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CONCLUSOES

O surto de LTI ocorrido no sul de
Minas Gerais em novembro de
2010 encontra-se controlado, uma
vez que com a introdugdo da
vacinacdo ndo ocorreram surtos
significativos, onde houve uma
reducdo do numero de aves
positivas em 40% do ano de 2012
para 2013;

O virus ainda encontra-se presente
na regido, que ficou evidenciado
pela deteccdo do DNA viral na
PCR, e também, pelos episodios
isolados  ocorridos com a
introdugdo de aves ndo vacinadas,
demonstrando que as  aves
encontram-se infectadas e com
possibilidade de transmissdo para
aves susceptiveis;

O alinhamento das sequéncias
obtidas no estudo do gene ICP4,
demonstram que os virus de Minas
Gerais ndo foram idénticos aos
virus caracterizados no surto de Sdo
Paulo, demonstrando também que o
virus ndo teve origem de vacinas
vivas atenuadas utilizadas nesse
surto;

A origem do virus ainda permanece
desconhecida, apesar de que a
proveniéncia do virus do estado
vizinho ndo pode ser excluida;

A taxa de mortalidade baixa aliada
ao resultado do sequenciamento,
que indicou a auséncia da mutagao
no gene TK, sugere que o virus seja
de menor viruléncia;

O trabalho demonstrou ainda a
ocorréncia de multiplos patégenos
respiratorios associados
(coinfecgdes), e dentre estas a
micoplasmose foi a principal
doenca observada, e com O
sequenciamento de regides
especificas do genoma observou-se
a infeccdo, mesmo em locais onde
era feita a vacinacdo para a doenca;

A falha wvacinal em garantir
protecao as aves contra
micoplasmose poderia ter relacdo
com a alta variagdo genética entre
as estirpes encontradas;

Uma estirpe vacinal de M.
gallisepticum foi detectada em uma
galinha vacinada contra a doengca,
sugerindo um caso de reversdo da
patogenicidade ou reacdo vacinal
intensa;

A vacina vectorada contra LTI
parece ter um importante papel no
controle da infec¢do, reduzindo o
nimero de aves positivas, porém
ndo impedindo a infecgdo e
transmissdo. Sugere-se, também,
gue a vacina impede o estado de
laténcia no ganglio trigémeo das
aves;

Deve ser intensificado o programa
de vacinagdo para LTI entre as
granjas, tornando compulséria a
vacinacdo de todas as aves, e em
todas as granjas, inclusive
uniformizando a idade. As aves de
subsisténcia também poderdo ser
vacinadas, uma vez que os estudos
comprovaram a existéncia do virus
na traqueia e ganglio trigémeo, e
que estas podem funcionar como
local de manutencéo do virus.

As codornas analisadas mostraram-
se todas negativas a infecgdo pelo
GaHV-1, sugerindo que estas nao
sdo sensiveis a infeccdo e doenca,
nao sendo tambhém resistentes;

As medidas de profilaxia adotadas
pela Defesa Sanitaria Animal
devem ser mantidas, mantendo a
regido interditada e fiscalizando a
saida de aves da regido.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Questionario epidemiolégico para aves de postura.

Nome da propriedade:

MNome do proprietario:

Endereco e telefone:

Veterinario responsavel:

Endereco e telefone:

1- Qual & o nimero total de aves?

2- Em guantos galpdes a granja € dividida®?

3- Qual o numero de aves em cada galpéo?

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

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

6- Ha predomindncia no aparecimento dos sinais clinicos em relacéo a
idade?

7- Quantas aves doentes?

8- Quantas aves doentes morreram?

9- Quais vacinagdes sdo 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 funcionario que possui aves de fundo de quintal? Sim__ Nao
Total de aves Confinadas? Alimentacdo

13- Foi observada alguma alteracio na taxa de postura? Diminuiu Aumentou_
Nao houve alteracdo_

14- Foi observada alguma anormalidade nos ovos?

15- Qual a conduta em relacdo as aves mortas?

16- Qual a conduta em relacdo as aves doentes?

AlteragGes macroscopicas:
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ANEXO 2 — Tabela resumida de lesdes histoldgicas observadas correlacionadas ao achados moleculares e concluséo diagndstica final.

Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatolégico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P105 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscdpicas discreta.
P106 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscépicas moderada.
P107 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscépicas moderada.
P108 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscépicas moderada.
P109 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio associado a
formagado linfofolicular intensa.
P110 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscépicas moderada.
P111 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Sem alteragdes microscopicas. - - - Inespecifico
macroscépicas
P112 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscépicas moderada.
P113 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscdpicas moderada.
P114 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscdpicas moderada.
P115 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscdpicas moderada.
P116 96 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
macroscépicas discreta.
P117 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria e - + - Inespecifico
macroscdpicas heterofilica multifocal a coalescente
moderada.
P118 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscopicas. + + + Inespecifica
macroscépicas
P119 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifica
macroscdpicas moderada.
P120 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal + + + Inespecifica
macroscépicas a coalescente discreta.
P121 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifica

macroscépicas

moderada.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P122 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose
macroscépicas intensa com perda multifocal de cilios e
achatamento do epitélio associado a
formagado linfofolicular discreta.
P123 31 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscdpicas discreta.
P124 31 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscépicas discreta.
P125 58 semanas Aumento de muco Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico
moderado. moderada.
P126 58 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria multifocal + + + Bouba aviaria
macroscépicas moderada com intensa hiperplasia
epitelial focal e corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos eosinofilicos.
P127 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscdpicas moderada.
P128 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Bronquite infecciosa
macroscépicas intensa com necrose individual de
células, perda de cilios e achatamento
do epitélio multifocal.
P129 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Laringotraqueite /
macroscépicas intensa com células sinciciais associada Micoplasmose
a perda de cilios, achatamento do
epitélio multifocais e formagdes
linfofoliculares moderadas.
P130 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite difusa discreta com perda de + + - Micoplasmose
macroscdpicas cilios e achatamento do epitélio
multifocais associado a formagdo
linfofolicular moderada.
P131 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P132 109 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada cronica.
P133 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa leve + + + Micoplasmose.

macroscépicas

com achatamento de epitélio e perda
de cilios multifocais associado a
formagao linfofolicular moderada.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P134 13 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
intensa.
P135 61 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Micoplasmose.
macroscépicas intensa com intensas formagdes
linfofoliculares e perda de cilios
multifocal.
P136 61 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P137 61 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
discreta.
P138 63 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
moderada.
P139 63 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P140 63 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P141 27 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
macroscépicas discreta.
P142 27 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Laringotraqueite
macroscdpicas moderada com células sinciciais. infecciosa.
P143 27 semanas Aumento moderado de Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico
muco. discreta.
P144 25 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
moderada.
P145 25 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P146 25 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
moderada.
P147 33 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P148 33 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose
macroscépicas discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
intensa.
P149 33 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P150 61 semanas Aerossaculite fibrinosa, Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
com aderéncia pulmonar. moderada.
P151 61 semanas Aerossaculite caseosa, Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
hiperemia moderada da intensa.
mucosa da traqueia com
aumento discreto de
muco.
P152 61 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P153 57 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P154 57 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P155 57 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Laringotraqueite
macroscépicas moderada com células sincicais. infecciosa.
P156 56 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P157 56 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P158 56 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P159 95 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P160 95 semanas Hiperemia, muco e Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Micoplasmose.
espessamento discreto da moderada com perda de cilios e
traqueia. achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
moderada.
P161 90 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria multifocal + - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P162 90 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P163 90 semanas Porgdo inicial da traqueia Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Micoplasmose.
com hiperemia discreta. discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
intensa.
P164 90 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P165 35 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P166 35 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P167 35 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Laringotraqueite
macroscépicas moderada com células sincicais. infecciosa.
P168 35 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P169 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associada a formagao linfofolicular
moderada.
P170 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P171 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
com formagao linfofolicular moderada.
P172 76 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P173 76 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P174 76 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P175 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
intensa.
P176 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
intensa.
P177 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
intensa.
P178 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P179 44 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscépicas. - - - Inespecifico.
macroscépicas
P180 44 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitario difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P181 44 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P182 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - - Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P183 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P184 29 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - - Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P185 71 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P186 71 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P187 71 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P188 72 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P189 72 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P190 72 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P191 72 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscépicas. - - - Inespecifico.
macroscdpicas
P192 38 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P193 38 semanas Aumento de muco discreto Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Inespecifico.
na traqueia discreta.
P194 38 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P195 38 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P196 88 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Inespecifico.
macroscépicas moderada com metaplasia escamosa
focal.
P197 88 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada com perda de cilios
multifocal associado a formagéo
linfofolicular moderada.
P198 88 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P199 42 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
moderada.
P200 42 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
discreta.
P201 42 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscdpicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linfofolicular
intensa.
P202 52 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
ave VLTI 1 MG
P203 52 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P204 52 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P205 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P206 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P207 24 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P208 92 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P209 92 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P210 92 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + - + Inespecifico.
macroscépicas intensa.
P211 22 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P212 22 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscépicas discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
discreta.
P213 22 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Inespecifico.
macroscépicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
discreta.
P214 93 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P215 93 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P216 93 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria multifocal - - + Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P217 93 semanas Auséncia de lesdes Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
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Numero da Idade Macroscopia Vacinagao para Diagnéstico histopatoldgico PCR GaHV- PCR PCR MS Conclusdo
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P218 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
discreta.
P219 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite fibrinosa linfoplasmocitaria - - - Micoplasmose.
macroscépicas difusa moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
moderada.
P220 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite fibrinosa linfoplasmocitdria - - - Inespecifico.
macroscépicas difusa discreta.
P221 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formacdo linfofolicular
moderada.
P233 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite necro-fibrino-hemorragica + NR NR Laringotraqueite
moderado. linfoplasmocitéria e heterofilica difusa infecciosa
intensa com células sinciciais.
P234 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite necro-fibrino-hemorragica + NR NR Laringotraqueite
moderado e presenca linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
discreta de sangue intensa com células sinciciais.
P235 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite necro-fibrino-hemorragica + NR NR Laringotraqueite
moderado. linfohistioplasmocitaria e heterofilica infecciosa
difusa intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P236 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite necro-fibrino-hemorrégica + NR NR Laringotraqueite
moderado. linfoplasmocitéria e heterofilica difusa infecciosa
moderada com células sinciciais.
P237 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite necro-fibrino-hemorragica + NR NR Laringotraqueite
moderado. linfoplasmocitéria e heterofilica difusa infecciosa
moderada com células sinciciais.
P238 N&o informado Aumento de muco Nao Traqueite linfoplasmocitaria difusa - NR NR Inespecifico.

discreto.

discreta.
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P239 N&o informado Presenca acentuada de Nao informado Traqueite fibrino-hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
sangue ao longo da linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa.
traqueia intensa com células sincicais e
corpusculos de inclusdo intranuclear
eosinofilicos.
P240 N&o informado Presencga acentuada de N3o informado Traqueite fibrino-hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
sangue ao longo da linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa.
traqueia moderada com células sincicais.
P241 N&o informado Presenca de fibrina N3ao informado Traqueite necrotica linfoplasmocitaria NR NR NR Inespecifico.
multifocal moderada, difusa moderada.
mucosa discretamente
espessada
P242 N&o informado Auséncia de lesdes N3ao informado Traqueite fibrino-hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
macroscépicas linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
moderada com células sincicais e
corpusculos de inclusdo intranuclear
eosinofilicos.
P243 N&o informado Presenga de tampéo Né&o informado Traqueite fibrino-hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
caseoso na traqueia. linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
moderada com células sincicais e
corpusculos de inclusdo intranuclear
eosinofilicos.
P244 N&o informado Presenca de fibrina N3ao informado Traqueite fibrino-hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
multifocal moderada. linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
moderada com células sincicais e
corpusculos de inclusdo intranuclear
eosinofilicos.
P245 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P246 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
intensa.
P247 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose.

macroscépicas

intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular

intensa.
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P248 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
macroscdpicas leve.
P249 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Micoplasmose.
macroscépicas intensa com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
intensa.
P250 55 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P251 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Bronquite infecciosa.
macroscépicas intensa com necrose individual de
células.
P252 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - + Micoplasmose.
macroscépicas discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P253 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas moderada.
P254 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscépicas. - - - Inespecifico.
macroscdpicas
P255 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P256 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscdpicas discreta.
P257 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Bronquite infecciosa.
macroscdpicas intensa.
P258 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose /
macroscépicas intensa com perda de cilios, Bronquite infecciosa.
achatamento do epitélio e formagdo
linfofolicular discreta associada a
necrose individual de células.
P259 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Bronquite infecciosa.
macroscépicas intensa com necrose individual de
células.
P260 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscopicas. - - - Inespecifico.

macroscépicas
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P261 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Bronquite infecciosa.
macroscépicas intensa com necrose individual de
células.
P262 15 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscopicas. - - - Inespecifico.
macroscépicas
P263 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda multifocal dos
cilios e achatamento do epitélio
multifocais associado a formagdo
linofofolicular discreta.
P264 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
discreta.
P265 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas moderada.
P266 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Inespecifico.
macroscdpicas intensa.
P267 30 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P268 30 semanas Aumento discreto de muco Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Inespecifico.
moderada.
P269 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal - - - Inespecifico.
macroscdpicas a coalescente moderada.
P270 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
discreta.
P271 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
discreta.
P272 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta
P273 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.

macroscépicas

discreta associado a formagdo
linofofolicular discreta.
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P274 105 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
discreta.
P275 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P276 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Micoplasmose.
macroscépicas moderada com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P277 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P278 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal - - - Inespecifico.
macroscépicas a coalescente discreta.
P279 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P280 40 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscépicas discreta.
P281 36 semanas Auséncia de lesdes Sim Sem alteragdes microscépicas. - - - Inespecifico.
macroscépicas
P282 36 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa + + + Micoplasmose.
macroscépicas discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P283 36 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal - - - Inespecifico.
macroscépicas a coalescente discreta
P284 103 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - - - Inespecifico.
macroscc’)picas moderada.
P285 103 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite linfoplasmocitaria multifocal - - - Inespecifico.

macroscépicas

a coalescente moderada.
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P286 103 semanas Auséncia de lesbes Sim Traqueite linfoplasmocitaria difusa - + - Micoplasmose
macroscépicas discreta com perda de cilios e
achatamento do epitélio multifocais
associado a formagdo linofofolicular
moderada.
P287 20 semanas Presenca de exsudado Sim Traqueite fibrino hemorragica - NR NR Laringotraqueite
caseoso moderado linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P288 20 semanas Presenca de exsudado Sim Traqueite fibrino hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
caseoso moderado linfoplasmocitéria e heterofilica difusa infecciosa
intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P289 20 semanas Presencga de exsudado Sim Traqueite fibrino hemorragica NR NR NR Laringotraqueite
caseoso obstruindo porgdo linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
inicial da traqueia intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P290 20 semanas Presencga de exsudado Sim Traqueite fibrino hemorragica + NR NR Laringotraqueite
caseoso na traqueia linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P291 20 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite fibrino hemorragica + NR NR Laringotraqueite
macroscépicas linfoplasmocitaria e heterofilica difusa infecciosa
intensa com células sinciciais e
corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
P292 20 semanas Auséncia de lesdes Sim Traqueite fibrino hemorragica NR NR NR Laringotraqueite

macroscépicas

linfoplasmocitaria e heterofilica difusa
intensa com células sinciciais e

infecciosa
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corpusculos de inclusdo intranucleares
eosinofilicos.
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ANEXO 3 - Certificado do comité de ética em experimentacdo animal.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que 0 Protocolo n° 204/2011, relativo ao projeto intitulado “ Estudo
da ocorréncia e distribuicio geogréfica da laringotraqueite infecciosa em
aves comerciais e de subsisténcia naturalmente infectadas no estado de
Minas Gerais', que tem como responsavel(is) Roselene Ecco , esta(do) de acordo
com 0s Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimentacio Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
19/ 10/2011.

Este certificado expira-se em 19/ 10/ 2016.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 204/2011, related to the project entitled

“Study of the ocurrence and geographical distribution of infectious
laryngotracheitis in commercial and backyard chickens naturally infected
in the Minas Gerais’, under the supervisiors of Roselene Ecco, is in agreement
with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in

October 19, 2011.
This certificate expires in October 19, 2016.

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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