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Resumo

A laringotraqueite infecciosa das aves (LTI) € uma doenca respiratdria causada
por um herpesvirus da familia Herpesviridae. Trata-se, principalmente, de uma
doenca das aves domésticas, embora também possa afetar faisdes, perdizes e
pavoes. Os sinais clinicos e lesdes patoldgicas podem variar de extremamente
grave, como alguns passaros que morrem devido a asfixia, a muito leve,
indistinguiveis a partir de outras doencas respiratorias leves de galinhas. A
lesdo principal é traqueite. Em aves infectadas o virus pode tornar-se latente e
re-excretado em uma data posterior, sem sinais clinicos. O diagndstico
laboratorial depende de isolamento de virus, demonstracdao da presenca do

virus ou de antigenos virais, e deteccdo de anticorpos especificos no soro. O
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exame histopatoldégico pode ser importante na deteccdo de inclusdes
intranucleares caracteristicos na traguéia.
Palavras-chave: Laringotraqueite infecciosa (LTI), virus da Laringotraqueite

infecciosa (VLTI), herpesvirus.

Epidemiologycal and laboratorial aspects of avian infectious

laryngotracheitis

Abstract

Avian infectious laryngotracheitis (ILT) is a respiratory disease caused a
herpesvirus, family Herpesviridae. It is principally a disease of chickens,
although it can also affect pheasants, partridges and peafowl. The clinical signs
and pathological reactions may vary from extremely severe, with some birds
dying due to asphyxiation, to very mild, indistinguishable from other mild
respiratory diseases of chickens. The principal lesion is tracheitis. In infected
birds the virus can become latent and re-excreted at a later date without
clinical signs. Laboratory diagnosis depends on isolation of the virus,
demonstration of the presence of the virus or viral antigens, and detection of
specific antibodies in the serum. Histopathological examination of the trachea
for characteristic intranuclear inclusions may be of value.

Keywords: Infectious laryngotracheitis (ILT), infectious laryngotracheitis virus
(ILTV), herpesvirus.

1. INTRODUCAO

As doencas respiratdorias compreendem o principal problema sanitario em
granjas avicolas, levando a condenacdo de um grande numero de carcacgas,
além de perdas na produtividade. O sistema de criacdo moderno, baseado em
alta densidade, contribui para a deterioragao da qualidade do ar, aumentando
os riscos da ocorréncia de enfermidades e tornando seu controle um novo

desafio. Dentre estes problemas, o virus da laringotraqueite infecciosa (VLTI)
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tem adquirido grande importancia nos ultimos anos, devido a surtos da doenca
clinica, como em Bastos (SP) em 2002 (PORTZ, 2008).

A laringotraqueite infecciosa (LTI) € uma doenca viral aguda do trato
respiratorio das galinhas que pode causar grandes perdas econOmicas devido a
alta mortalidade e diminuicdo da producao de ovos. A doenca tem distribuicao
mundial, embora seja bem controlada em areas de producao intensiva, onde
podem ocorrer surtos esporddicos. E uma doenca pertencente & lista da
Organizacao Internacional de Epizootias (OIE) e, portanto, deve ser notificada
ao servico oficial de defesa sanitaria animal local, além de fazer parte das
doencas que devem ser controladas em plantéis livres de patdgenos
especificos (GAMA; CANAL, 2009).

O agente etioldgico € um herpesvirus, da mesma subfamilia do virus da
doenca de Marek. O virus é encontrado quase que exclusivamente no trato
respiratorio. Sua transmissao € exclusivamente horizontal e ndo existem
evidéncias de que seja transmissivel para o ser humano ou outros mamiferos
(GAMA; CANAL, 2009). Uma caracteristica das infeccdes por herpesvirus é a
capacidade deste permanecer no hospedeiro infectado apds a infeccao aguda
em um estado de laténcia, tornando-os importantes fontes de infecgao
(VILLANUEVA, 2005).

Formas graves da doencga sdao caracterizadas por sinais de depressao
respiratoria, ofegacao, expectoracdo de muco sanguinolenta, e elevada
mortalidade. Nas industrias sao encontradas formas mais leves de infeccdo e
manifestam sinais variados como traqueite mucdide, sinusite, conjuntivite; e
possui baixa mortalidade (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

2. HISTORICO

Esta enfermidade foi descrita pela primeira vez em 1925 nos EUA,
embora alguns relatos indiguem que a doenca ja existia antes. Inicialmente foi
denominada de bronquite infecciosa e broncopneumonia, sendo que, o termo
laringotraqueite foi sugerido em meados de 1930 e sofreu nova alteracao para

LTI em 1931, pelo Comité Especial de Doencas de Aves da Associacao Médica
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Veterinaria Americana. O agente foi caracterizado como um virus por
Beaudette em 1937, apds a demonstracdo de que a filtragem nao eliminava o
agente. A LTI foi a primeira doenca viral importante de galinhas para a qual foi
desenvolvida uma vacina eficiente (GAMA; CANAL, 2009).

No Brasil, na década de 1970, o VLTI foi isolado pela primeira vez por
Hipdlito et al., de galinhas com doenca respiratéria que também estavam
infectadas com o virus da doenca de Newcastle. Em 1980, foi novamente
isolado e caracterizado como de baixa patogenicidade para pintos de linhagem
de corte e, posteriormente, denominado estirpe LT 1543. No Rio de Janeiro, foi
descrita a primeira epidemia severa, entre 1981 e 1982, em poedeiras
comerciais de 10 meses de idade, que apresentaram queda de 6% de
producao e mortalidade de 5,5%. Vargas (1995) detectou anticorpos contra
VLTI em plantéis do Rio Grande do Sul (RS), embora ndo tenha encontrado
sinais da doenca aguda nem tampouco tenha conseguido isolar o virus (GAMA;
CANAL, 2009).

A partir de 2001, foi identificada a forma silenciosa da LTI no Estado da
Georgia/EUA, cuja frequéncia vem aumentando continuamente (PORTZ, 2008).

No Brasil, de 2002 a 2003, ocorreu um surto de LTI em aves de postura
no estado de Sao Paulo, levando a alta mortalidade entre os lotes afetados. O
virus foi identificado por meio de inoculagdo em ovos embrionados de galinhas
e pela reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (BRANDAO; CHACON, 2009).

Em 2007, em Minas Gerais, foram encontrados 27,4% de positividade
em 712 amostras de soro oriundas de poedeiras comerciais e matrizes,
sugerindo que existe a presenca do VLTI neste Estado e também reforcando a
possibilidade da presenca da forma subclinica da doenca (GAMA; CANAL,
2009).

3. ETIOLOGIA
3.1. Classificacao, morfologia e composicao
O virus da LTI é classificado como membro do género I/tovirus dentro da

familia Herpesviridae e subfamilia Alphaherpesvirinae. O virus foi mostrado
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geneticamente diferente de outros alfaherpesvirus baseado na analise da
sequéncia de DNA, e estes achados levaram a sua recente classificacdo de
Unico membro do género Iltovirus. O virus é taxonomicamente identificado
como Gallid herpesvirus I (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

A familia Herpesviridae congrega um grande numero de virus que tem
como caracteristica comum sua arquitetura contendo um nucleocapsideo
icosaédrico com uma molécula de DNA de fita dupla, circundado por uma
substancia amorfa (tegumento) e por um envelope glicoprotéico. Os virions
variam de esféricos a pleomorficos, medindo entre 120 a 200nm de diametro.
O nlcleo capsidico é exagonal e tem um didmetro de 80 a 100nm. Os
Alphaherpesvirinae tém como principal propriedade o estabelecimento de
laténcia em neurdnios dos ganglios sensoriais apds infeccdo aguda. Esta
capacidade de estabelecer e, posteriormente, reativar infeccdoes latentes
desempenham um papel fundamental na perpetuacdao desses virus na natureza
(GAMA; CANAL, 2009).

O genoma viral consiste em um DNA de fita dupla linear contido no
interior do core viral, com 155kb, sendo 120kb referente a regiao longa Unica,
17kb referentes a regido curta Unica e duas repeticoes de 9kb de uma
sequéncia denominada sequéncia repetida invertida flanqueando a regidao curta
Unica (BRANDAO; CHACON, 2009).

Os 155kb do genoma do DNA do VLTI foram quase completamente
sequenciados durante a ultima década. Uma vez que estes estudos revelaram
gue a estrutura do genoma e o arranjo do gene VLTI sdo amplamente similares
agueles encontrados em alfaherpesvirus de mamiferos, tais como o virus do
herpes simplex (HSV-1) e o do pseudorabies virus (PrV), o conhecimento
acerca das funcbes dos genes destes virus pode ser utilizado para o
desenvolvimento de vacinas geneticamente modificadas de VLTI (LUSCHOW et
al., 2001).

Recentemente, encontrou-se uma inversdao dentro da regido longa Unica
do genoma do VLTI que também havia sido identificada no genoma do

Psittacid herpesvirus I (PsHV-1), causador da doenca de Pacheco. A presenca
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de genes especificos para o Gallid herpesvirus I (GaHV-1) e PsHV-1 podem
indicar um ramo separado dentro da arvore filogenética dos herpesvirus. A
partir desses estudos recentes, o genoma do PsHV-1 poderd ser agrupado
dentro do género I/tovirus, juntamente com o VLTI (PORTZ, 2008).

As glicoproteinas sdo os constituintes virais responsaveis pela
estimulacao da resposta imune humoral e celular, sendo importantes na
interacdo virus-hospedeiro. York et al. (1990) descreveram que os principais
compostos imunogénicos do virus sao as glicoproteinas B (gB), C (gC), D (gD),
X (gX) e K (gK). Estudos funcionais das glicoproteinas dos herpesvirus
revelaram que as gB, gD, gH e gK sdao essenciais para a replicagao viral,
enquanto que gC, gE, gG, gI, gJ, ndo sao essenciais, mas estdao envolvidos em
importantes fungdes virais, como o reconhecimento das células alvo e na
viruléncia (VILLANUEVA, 2005).

A glicoproteina B é necessaria para a infectividade do herpesvirus e esta
envolvida com a penetracao na célula do hospedeiro. Além disso, a gB provoca
anticorpos neutralizantes, mediada por resposta imune celular, e tem
demonstrado ser uma candidata para vacinas de subunidade como antigeno
recombinante (POULSENT, 1997).

Dentre as glicoproteinas ndo essenciais, a delecao dos genes das gC, gG,
gM ou gN ndo impediu a invasdao em neurbnios e a disseminagao
transneuronal. Contudo, a auséncia da ¢gE diminuiu a transferéncia
transneuronal, em particular no parassimpatico e no ganglio trigémio
(VILLANUEVA, 2005).

A Glicoproteina G (gG) desempenha varios papéis importantes para os
alfaherpesvirus. Ela se liga a um vasto leque de quimiocinas para inibir sua
atividade bioldgica. Virions livres se ligam aos receptores especificos na
superficie da célula, resultando na fusao do envelope do virus com a
membrana celular. Além disso, a gG participa do curso para a propagacao do
virus diretamente de uma célula infectada para as adjacentes, aderindo as
células ndo infectadas (ZHAOGANG; MANFU, 2005).
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3.2. Replicacao viral

O ciclo de replicagcdo do VLTI parece ser semelhante a de outros
alfaherpesvirus, como o HSV-1 (RACHAMADUGO et al, 2009). A infeccdo inicia
pela ligacdao aos receptores das células alvo, seguido da fusao do envelope com
a membrana citoplasmatica (GAMA; CANAL, 2009). O nucleocapsideo viral
penetra no citoplasma celular e é transportado ao nucleo por microtubulos
celulares (PORTZ, 2008).

O DNA viral chega ao nucleo da célula hospedeira por meio de poros
nucleares onde ocorre a replicacao do genoma e a montagem dos
nucleocapsideos. Os novos nucleocapsideos formados migram da membrana
nuclear e se acumulam em vacuolos no reticulo endoplasmatico do citoplasma,
onde adquirem o envelope. As particulas envelopadas, por sua vez, saem da
célula hospedeira por lise, ou por fusdo da membrana e exocitose. No entanto,
dentre os poucos virions completos, varias particulas sem nucleocapsideo sao
formadas. Provavelmente, estes erros estruturais sdao em parte responsaveis
pelos baixos titulos do VLTI encontrados nas culturas de células (PORTZ,
2008).

3.3. Susceptibilidade a agentes fisicos e quimicos

As particulas virais sao inativadas por agentes lipoliticos, como
cloroférmio, éter e detergentes que solubilizam seu envelope. Os virions
também sdo sensiveis a desinfetantes comuns, incluindo fenol a 5%, cresol 3%
e, em menos de um minuto, sdao inativados pela formalina, hipoclorito e
iodofor. Os dados disponiveis da estabilidade do virus ao calor variam
consideravelmente (GAMA; CANAL, 2009).

O VLTI é inativado quando exposto a 55°C por 15 minutos ou 38°C por
48 horas, embora outro trabalho indique que apdés uma hora a 56°C, ainda
pode-se detectar virus viaveis. No exsudato traqueal e na carcaca, o virus
pode se manter viavel por um periodo de 10 a 100 dias em temperaturas entre
13 e 239C, no entanto, outro trabalho indica que a infectividade foi eliminada

das carcacas em menos de 44 horas a 37°C. J& a manutencdo da viabilidade
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viral pode ser mantida por varios meses a 4°C em pH préximo do neutro e
gquando mantido em diluentes adequados, como meio de cultivo e glicerol. Em
laboratérios de pesquisa, pode ser estocado por varios anos a -70°C ou
liofilizado (GAMA; CANAL, 2009).

3.4. Classificacao de cepas

As cepas do virus da LTI parecem ser antigenicamente homogéneas
baseadas em virus-neutralizacdo, ensaios de imunofluorescéncia e testes de
protecao cruzada. Entretanto, uma pequena variacao antigénica entre as cepas
foi sugerida, pelos achados em testes de neutralizacao, de que algumas cepas
sdo neutralizadas por anticorpos heterélogos (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

Algumas amostras mais patogénicas do VLTI, ao sofrerem passagens
sequenciais em ovos embrionados de galinha ou cultivo celular, tendem a
atenuar a viruléncia, embora ela possa ser revertida apds algumas passagens
por aves suscetiveis. Diferenciacdao de cepas de diferentes patogenicidades,
particularmente as do tipo de campo e as cepas vacinais sao um importante
problema pratico. A avaliacdo dos padroes de mortalidade nos ovos
embrionados prop6s um sistema bioldgico para diferenciar as cepas de VLTI ,
uma vez que os padroes de mortalidade estao intimamente relacionados com a
viruléncia (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

4. IMPORTANCIA DA ENFERMIDADE PARA A AVICULTIRA NACIONAL

A significancia econ6mica da LTI nao foi precisamente determinada.
Entretanto, a induUstria de aves domésticas dos Estados Unidos perde muitos
ddlares a cada ano em consequéncia da mortalidade induzida do VLTI e da
queda na producao de ovos. Em outros paises, pode-se observar perdas
similares na producdao intensiva de industrias de produtos avicolas
(RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

A importancia econémica e social da avicultura brasileira coloca o setor
em evidéncia no ambito internacional devido a mao de obra cada vez mais

qualificada e altos indices de producao interna e exportacdo (PORTZ, 2008).
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Os prejuizos com as galinhas poedeiras ocorrem nos lotes de inicio de
producdo, onde se observa alta refugagem, auséncia de pico de producao e
mortalidade (PORTZ, 2008).

5. EPIDEMIOLOGIA

5.1. Distribuicdao e ocorréncia

A doenca é de distribuicdo geografica cosmopolita e de ocorréncia ciclica
em areas endémicas, principalmente em areas de alta densidade de producdo.
Nas dareas onde a producao avicola é realizada em larga escala, existe a
expectativa de uma maior prevaléncia e persisténcia do VLTI. A doenca
classica ja foi descrita em diversos paises de varios continentes, inclusive no
Americano. Sua ocorréncia ja foi demonstrada em diversas partes dos Estados
Unidos, Holanda, Franca, Alemanha, Australia, Inglaterra, Suécia, Hungria,
Polbnia, Africa do Sul, india e Unido Soviética (GAMA; CANAL, 2009).

5.2. Morbidade e mortalidade

Biologicamente, as cepas do VLTI podem ser de alta viruléncia, causando
alta morbidade e mortalidade, e cepas de baixa viruléncia, a qual produz
infeccdo suave ou inaparente (BRANDAO; CHACON, 2009).

Formas severas da doenca causam alta morbidade (90 a 100%) e
variada mortalidade; a mortalidade pode variar de 5 a 70% mas o normal é na
faixa de 10 a 20%. Formas brandas da doenca descritas na Gra Bretanha,
Australia, Estados Unidos e Nova Zelandia resultaram em morbidade em torno
de 5% e mortalidade muito baixa (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

5.3 Transmissao

O VLTI é altamente especifico para galinhas, faisdes e perdizes, nao
sendo descrita a transmissao entre as espécies. Perus jovens foram infectados
experimentalmente com trés amostras de virus, no entanto, apenas duas

demonstraram ser patogénicas e produziram lesdes no trato respiratorio
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superior. Em patos, a infeccdo experimental produziu a doenca subclinica e
soroconversao (GAMA; CANAL, 2009). Ovos embrionados de pombo e galinha
de angola ndo se mostraram susceptiveis a infeccao.

O virus é eliminado do organismo das aves doentes ou portadoras pelas
secrecdes oro-nasais, podendo alcancar aves sadias ou susceptiveis pelo ar,
equipamentos, esterco, cama e transito de veiculos e funcionarios. As portas
de entrada naturais do VLTI sdo o trato respiratdrio superior e a via ocular,
mas também pode ocorrer pela ingestao viral (GAMA; CANAL, 2009).

A principal forma de transmissao do VLTI ocorre pelo contato direto ave
a ave, sendo que se dissemina mais rapidamente de animais com a infeccao
aguda do que daqueles clinicamente recuperados. O virus pode ser transmitido
também por aerossois, pelos equipamentos, dgua e pelo lixo contaminado. A
transmissao via ovo ainda nao foi demonstrada (GAMA; CANAL, 2009). No
surto da regidao de Bastos-SP, a disseminacdo ocorreu de forma rapida entre
galinhas de um mesmo galpao e galpdes com aves do mesmo lote (PORTZ,
2008).

5.4. Resisténcia a doenca

N3o estd bem estabelecida a susceptibilidade ligada a idade, linhagem
genética ou sexo, mas existem evidéncias que indicam que, em galinhas de
postura, linhagens pesadas sdao mais susceptiveis do que as leves e, nas
pesadas, 0s machos parecem ser mais susceptiveis do que as fémeas (GAMA;
CANAL, 2009).

A susceptibilidade parece diminuir com a progressdao da idade e a
doenca é mais severa no verao, principalmente em temperaturas superiores a
359C. A idade de maior susceptibilidade seria por volta da 102 semana e na
época de inicio de producdo, entretanto, existem evidéncias de que galinhas
adultas manifestam sinais clinicos mais caracteristicos (GAMA; CANAL, 2009).

In vitro, os linfécitos da bolsa de Fabricius, do baco, do timo e do sangue
periférico sdo resistentes a infeccao com VLTI, enquanto que os macréfagos de

galinhas dos mesmos locais sdo susceptiveis (LOUDOVARIS et al., 1991).
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Uma variedade de mecanismos especificos e nao especificos sao
utilizados pelos animais em sua defesa contra patdégenos. Os mecanismos nao-
especificos incluem a acao dos macréfagos, complemento, lisozima, e o pH dos
fluidos corporais, enquanto os mecanismos especificos sao o resultado do
sistema imunoldgico respondendo a infeccdo. Um dos elementos-chave na
regulacdo genética da resposta imune € o complexo principal de
histocompatibilidade do frango, o que tem claramente demonstrado a
influéncia na resisténcia de diferentes animais a uma variedade de virus
(LOUDOVARIS et al., 1991).

6. PATOGENIA

Apds a entrada do virus, segue-se a fase de intensa replicacao viral nos
seios nasais, traquéia e pulmodes, por meio da aderéncia na membrana das
células receptoras. Nao existe evidéncia de que exista uma fase de viremia.
Galinhas portadoras podem frequentemente, eliminar o virus e esta
disseminacao pode variar e aumentar de intensidade nos momentos de
estresse, como: inicio de postura, alta lotacdo, excesso de calor e frio,
mudanca de alimentacdo, presenca de ruidos, alta concentracao de amonia,
transporte e nos momentos de tratamento ou vacinagdao do lote (GAMA;
CANAL, 2009).

O virus multiplica-se principalmente no epitélio da laringe e traquéia,
assim como em outras membranas e tecidos como o conjuntivo, seios nasais,
sacos aéreos e pulmoes. O virus esta presente nos tecidos da traquéia e na
secrecdo traqueal por seis a oito dias apds a incubacdo (BRANDAO: CHACON,
2009).

Apds replicacdo na mucosa da traquéia, o VLTI invade os terminais
nervosos e € transportado através do fluxo axdnico retréogrado ao ganglio
trigémeo (GAMA; CANAL, 2009). O virus pode ser encontrado de quatro a sete
dias depois da infeccdo no ganglio trigémeo e pode permanecer ali por até
quinze meses (VILLANUEVA, 2005).
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O processo de laténcia ocorre pela integracao do DNA genOmico viral ao
DNA da célula hospedeira ou pela manutencao do DNA viral sob forma circular
no nucleo das células, de modo extracromossOmico. Isso acontece tanto em
amostras de campo como em amostras vacinais do virus e tem uma Obvia
implicancia na debelagdao do virus no animal infectado e no controle da doenca
sobre a populacdo aviaria (BRANDAO; CHACON, 2009).

Uma vez latente, o virus ndo é apresentado ao sistema imune porque
nao ha expressdao de suas proteinas, o que impede tanto a acdo do sistema
imune na defesa do animal afetado, como a deteccao da resposta imune por
testes soroldgicos. Com isso, a fonte de infeccao ndo é detectada, ndo sendo
excluida do lote, podendo vir a transmitir o VLTI para aves susceptiveis de
modo esporadico ao longo da vida da ave (BRANDAO; CHACON, 2009).

7. SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos, na infeccdo natural, aparecem de seis a doze dias apds
a entrada do virus no organismo da ave. Na inoculagdo experimental via
intratraqueal teve resultados de periodo de incubacdo de 2 a 4 dias
(RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

A manifestacao clinica pode variar desde uma infeccao grave a formas
menos severas (GAMA; CANAL, 2009). A infeccao pelo VLTI causa doenca
aguda do trato respiratdrio superior e o virus pode estabelecer laténcia no
sistema nervoso central. O VLTI € o Unico herpesvirus que causa doenca
respiratoria grave com grande formacdao de muco na traquéia, seguido
frequentemente de hemorragia (RACHAMADUGU et al, 2009).

A forma aguda da doenca nas aves, que é a forma propriamente
descrita, €& caracterizada por dispnéia severa, tosse e expectoracdo de
exsudato muco-sanguinolento, em casos mais severos, a morte, pode ocorrer
de dois a trés dias. Pode-se encontrar exsudato muco-sanguinolento nas penas
das aves, nas paredes e no piso do galpao. (GAMA; CANAL, 2009).

O periodo de incubacdo é maior do que o periodo em que o animal

infectado dissemina o virus, isto €, quando os sinais clinicos cessam, o periodo
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de eliminacdo do virus ja terminou. O curso da doenca varia de acordo com a
severidade das lesbes, sendo que, geralmente, a maioria das aves recupera-se
de dez a quatorze dias (GAMA; CANAL, 2009).

A doencga pode apresentar-se de forma branda e, muitas vezes, passar
despercebida. As aves apresentam sonoléncia, conjuntivite, sinusite, traqueite,
lacrimejamento, descarga nasal, inchaco do seio infraorbital, estertores,
retardo de crescimento e queda varidavel na producdo de ovos. Nesses casos,
sao poucas as aves que possuem lesdes caracteristicas, possibilitando que a
LTI seja confundida com outras doencas respiratorias. A forma suave, também
denominada LTI silenciosa, tem sido comumente observada em areas de
intensa produgdao avicola, em lotes de galinhas de postura comercial,
reprodutoras e em frangos de corte de varios paises (GAMA; CANAL, 2009).

O estado de portador é caracterizado por periodos de laténcia
intercalados com curtos, intermitentes e espontaneos episddios de
disseminacao do virus. Bagust (1986) demonstrou que as infeccOes latentes
podem ser estabelecidas na auséncia de sinais clinicos observaveis e com
baixas concentragdes de virus (VILLANUEVA, 2005).

8. PATOLOGIA

8.1. LesO0es macroscopicas

As lesOes macroscopicas podem ser encontradas na conjuntiva e em toda
a extensao do trato respiratério das aves infectadas com o VLTI (GAMA;
CANAL, 2009).

Na necropsia, as lesdes mais importantes encontram-se na laringe e
traquéia, onde se espera encontrar um processo inflamatério que pode variar
de mucoso a hemorragico. Na traquéia, sdao encontradas lesdes diftéricas com
membranas mucosas hemorragicas e tecido necrético ao longo da mesma,
podendo os sinais da inflamacdo ser encontrados até os bronquios, pulmoes e
sacos aéreos (BRANDAO; CHACON, 2009).
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Um achado comum em galinhas acometidas pelo VLTI de alta viruléncia é
o tampao de caseo que se forma na luz traqueal. Isto impede a respiragao
normal da ave, fazendo-a esticar o pescoco para respirar, um sinal clinico
importante nesta doenca (VILLANUEVA, 2005).

Nas formas leves da LTI, edema, congestao e/ou inflamacao do epitélio
da conjuntiva e seios infraorbitais e uma traqueite mucoide podem ser as

Unicas alteragdes macroscopicas detectaveis (GAMA; CANAL, 2009).

8.2. LesOes microscopicas

As alteracdes microscopicas variam com o estagio em que a doenca se
encontra. Primeiramente, as alteragdes na mucosa da traqueia incluem perda
da conformacao celular e infiltracao de células inflamatdrias. Com o progresso
da infeccdo viral, ocorre perda dos cilios, dilatacdo das células epiteliais, e a
traqueia se torna edematosa (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

Células multinucleadas sao formadas e linfocitos, histiocitos, e células
plasmaticas migram até a mucosa e submucosa depois de dois a trés dias.
Depois, a lise celular e descamacdo resultam em uma superficie mucosa
igualmente coberta por uma fina camada de células basais ou auséncia de
qualquer recobrimento epitelial. Capilares sanguineos da lamina prdépria podem
sobressair para dentro do lUmen da traquéia. A hemorragia pode ocorrer em
casos de severa destruicao epitelial e descamagao com exposicao e ruptura
destes capilares (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

Corpusculos de inclusdo intranucleares podem ser Vvisiveis entre o
primeiro e o quinto dias péds-infeccao, desaparecendo em funcao da
descamacdo epitelial. E sabido que, apesar de o VLTI ndo ser neurovirulento,
ele é capaz de se estabelecer de forma latente nos ganglios trigémeos de
galinhas (BRANDAO; CHACON, 2009).
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9. DIAGNOSTICO

Em geral, o diagnédstico da LTI requer assisténcia laboratorial, pois os
outros patdégenos respiratdrios de aves comerciais podem causar sinais clinicos
e lesdes semelhantes. Somente em casos de doenca aguda severa com alta
mortalidade e expectoracdo de sangue é que o diagndstico pode ser feito
apenas nos sinais clinicos (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

De outra maneira, o diagndstico da LTI deve ser baseado em um ou mais
diagndsticos confirmatérios laboratoriais incluindo procedimentos de deteccao
de corpusculos de inclusdo intranucleares, isolamento do virus, deteccdo do
virus em tecido traqueal ou muco respiratorio, deteccao de antigenos do virus,
ou sorologia (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

9.1. Histopatoldgico

A histopatologia continua sendo utilizada como método rapido de
diagndstico, e é baseada na observacao de sincicios no epitélio traqueal, com
corpusculos de inclusdo intranuclear (CI), necrose e hemorragia. Os CI podem
ser observados nos primeiros cinco dias da infeccao, mas desaparecem com a
evolucdo do quadro, como resultado da necrose e descamacao das células
epiteliais (VILLANUEVA, 2005).

O VLTI produz corpusculos de inclusdo intranuclear nas células epiteliais
respiratorias e nas células da conjuntiva, e podem ser detectados por
coloracdo com Giemsa ou Hematoxilina-eosina (BRANDAO; CHACON, 2009).

9.2. Isolamento viral e cultivo celular

O isolamento viral pode ser feito por meio da inoculacao de suspensoes
virais de exudato respiratério e conjuntival, raspados de traqueia ou tecidos,
na membrana coérioalantdéide (MCA) de ovos embrionados SPF de nove a dez
dias de incubacdo. Apds dois a cinco dias, ha producdao de placas opacas de
MCA ou morte embrionaria (PORTZ, 2008).
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Os cultivos celulares primarios atualmente utilizados para a propagacao
do VLTI incluem células do figado de embrido (CEL), células do rim de embrido
(CK), células de fibroblasto de embrido (CEF), células de pulmdo de embrido
(CEL) e células de linhagem como a célula de rim de macaco verde africano
(VERO) (PORTZ, 2008). A comparacao dos titulos virais obtidos destes
diferentes sistemas indica que as células do figado de embridao produzem os
maiores titulos virais (VILLANUEVA, 2005).

Embora o VLTI venha sendo replicado preferencialmente, em cultivos
primarios CK e CEL, as cepas de VLTI pouco patogénicas ou LTI silenciosa nao
foram capazes de causar efeito citopatico nestes respectivos cultivos nem
mesmo em varias células de linhagem, apds passagens consecutivas (PORTZ,
2008).

O VLTI foi inicialmente propagado na MCA de desenvolvimento de
embrides de galinha. Com o advento da cultura de células, os pesquisadores
estabeleceram rapidamente que o virus iria replicar em células de rim de
galinha adulta, bem como em uma variedade de células epiteliais de embriao
de galinha, tais como rim, figado e pulmdo (SCHNITZLEIN; RADZEVICIUS;
TRIPATHY, 1992).

Embora as culturas de células primarias ainda sejam usadas como
hospedeiras de VLTI, ndao podem ser mantidas in vitro. Assim, um suprimento
continuo de células recém-colhidas é necessario, o que resulta em um grau de
variabilidade inerente. Além disso, essas culturas sao invariavelmente
contaminadas com células fibroblasticas, que nao podem ser produtivamente
infectadas pelo VLTI (SCHNITZLEIN; RADZEVICIUS; TRIPATHY, 1992).

9.3. Sorologia

Existem varias técnicas desenvolvidas para a deteccdo de anticorpos
contra o VLTI: imunodifusdo em agar gel (IDGA), virus-neutralizacdao (VN),
reacdao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico (ELISA)
(BRANDAO; CHACON, 2009).
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O teste de ELISA ¢é utilizado para estudos epidemioldogicos e
monitoramento dos plantéis, além de detectar infecgdes sub-clinicas do virus,
ja que é um teste rapido e sensivel para deteccdo de anticorpos contra VLTI
(GAMA; CANAL, 2009). Esta técnica também tem sido utilizada para a
deteccao de proteinas virais em exudatos de traqueia (PORTZ, 2008) e sdo os
testes utilizados como prova de triagem por serem praticos, rapidos, de facil
aplicacdo e necessitarem de pouca quantidade de soro e antigeno
(VILLANUEVA, 2005).

A comparacao direta dos testes de RIFI, soroneutralizacao e ELISA
demonstram que todos os sistemas sdo validos para deteccao e quantificagao
de anticorpos para VLTI, embora o ELISA tenha demonstrado possuir maior
sensibilidade do que os outros testes (GAMA; CANAL, 2009).

Dentre as técnicas que detectam o antigeno viral encontram-se a IDGA,
que apresenta baixa sensibilidade analitica; a RIFI com anticorpos policlonais,
que é utilizada para a deteccao do antigeno viral em amostras de traqueia e
conjuntiva entre o sexto e o oitavo dia PI, e embora seja uma prova rapida,
tem a desvantagem de apresentar muitas reagdes inespecificas. A técnica de
imunoperoxidase (IP), com anticorpos monoclonais mostra-se mais simples,
rapida e sensivel que a RIFI, além de preservar a estrutura histoldgica, porém
com baixa especificidade (VILLANUEVA, 2005).

9.4. Métodos moleculares

Ha procedimentos para a deteccdo do DNA do VLTI usando ensaios de
hibridacdo e imunotransferéncia pontual e fragmentos de DNA clonados e
marcados com digoxigenina. Esses procedimentos demonstraram ser
altamente sensiveis na etapa aguda e em etapas de convalescéncia de aves
(BRANDAO; CHACON, 2009). No entanto, a extracgdo e purificacdo de DNA sdo
necessarias, tornando a técnica trabalhosa (VILLANUEVA, 2005).

As deficiéncias das técnicas anteriormente citadas incluindo demora na

obtencdao de resultados ou falta de especificidade, despertou interesse no
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desenvolvimento de técnicas de deteccdo mais rapidas e especificas como a
reacao em cadeia da polimerase (PCR) (VILLANUEVA, 2005).

A utilizacdo de métodos de amplificacdo de DNA nos ultimos anos
revelou-se eficaz na investigacdo da epidemiologia dos casos de dominio do
VLTI. Estes métodos incluem a deteccdo de cepas de campo usando a PCR
juntamente com sondas nao radioativas. Diferenciacao entre isolados de
campo de alta viruléncia e baixa também tem sido eficaz pelo uso de PCR,
RFLP e analise da seqliéncia (CREELAN et al., 2006).

Em contraste ao aparelho de PCR caro de processo complicado, a
amplificacdo isotérmica loop-mediada (LAMP) fornece um método simples, com
despesas razoaveis e uma reagdo em tempo eficaz, com conclusdao em uma
hora. Grandes quantidades de produtos amplificados da reagcdao LAMP permite a
deteccao eficaz de DNA viral, por julgamento visual da turbidez ou mudanca de
cor com a adicdao de SYBR Green I. Sendo assim, esse método sera um
complemento poderoso para o controle de surtos de VLT em granjas avicolas
(CREELAN et al., 2006).

9.5. Diagnodstico diferencial

Doencga respiratéria associada com LTI deve ser distinguida de outros
patdgenos respiratorios de aves domésticas que podem causar sinais clinicos e
lesdes similares. Isso inclui a forma difitérica de poxvirus e infecgdes causadas
pelo virus da doenca de Newcastle, virus da influenza aviaria, virus da
bronquite infecciosa, adenovirus das aves e Aspergillus spp (RODRIGUEZ-
AVILA et al., 2008).

10. TRATAMENTO

Nenhuma droga mostrou-se eficaz na reducdao das lesdes severas ou
alivio nos sintomas da doenca. Se o diagndstico de LTI é obtido no inicio de um
surto, a vacinacao das aves nao afetadas pode induzir protecdo adequada
antes de elas ficarem expostas (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).
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11. PREVENCAO E CONTROLE

O periodo de laténcia do virus certamente é o maior impedimento para
os programas de controle da LTI. No entanto, a restricao de hospedeiros, a
instabilidade do virus no meio ambiente e a ineficiéncia da transmissdo
vertical, sao fatores que permitem que acgOes restritivas para evitar a
disseminacao da doenca, como a eliminagdo das aves afetadas ou identificadas
como albergando a forma latente do virus e a vacinagdo, possam ter
resultados eficientes (BRANDAO; CHACON, 2009).

No campo, surtos de LTI acontecem entre lotes nao vacinados que se
misturam com lotes vacinados. Esses surtos sao explicados pela disseminagao
do virus vacinal, que pode ganhar viruléncia depois da passagem ave a ave.
Portanto, as medidas de biosseguranca devem ter por objetivo evitar o contato
de aves susceptiveis com virus de campo e/ou vacinal (BRANDAO; CHACON,
2009).

Em casos de surtos, as medidas devem incluir: diagndstico rapido,
estabelecimento de um programa vacinal e prevencao da disseminagao do
virus (BRANDAO; CHACON, 2009).

11.1. Vacinacao

Inicialmente foi realizada vacinacao com sucesso para LTI utilizando virus
aplicado a cloaca (GUY; BARNES; SMITH, 1991). Posteriormente, foi
demonstrado que a imunidade pode ser fornecida pela vacinagao de frangos
por meio de seios infraorbital, instilacdo intranasal, foliculos de pena, e agua
potavel com cepas LTI de baixa viruléncia atenuadas ou virus vivos
modificados (GUY; BARNES; SMITH, 1991).

Os dois principais tipos de vacinas disponiveis comercialmente em VLTI
nos EUA sdo: a atenuada por passagens sequenciais em embrides de galinha
(CEO), e a atenuada por passagens em cultura de tecidos (TCO). Estas vacinas
atenuadas induzem protecdo, impedindo os sinais clinicos e a mortalidade
(RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).



CRUZ, C.A. et al. Aspectos epidemioldgicos e laboratoriais da laringotraqueite infecciosa das
aves. PUBVET, Londrina, V. 7, N. 20, Ed. 243, Art. 1607, Outubro, 2013.

A rota de vacinacdao é extremamente importante, pois algumas das
vacinas vivas atenuadas disponiveis proporcionam diferentes graus de
protecao, particularmente quando aplicadas por aspersao ou na agua de beber
(RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

A vacinacao utilizando cepas vivas atenuadas por multiplas passagens
em ovos embrionados ou cultivo celular tem sido a principal forma utilizada
para controlar a disseminacao do VLTI. Entretanto, o virus latente pode ser
reativado por fatores de estresse e pode ser transmitido de uma ave portadora
para aves susceptiveis, representando um sério problema e comprometendo
esforcos para o controle desta enfermidade (RODRIGUEZ-AVILA et al., 2008).

Tanto cepas de campo quanto as vacinais produzem infecgoes latentes
(PORTZ, 2008). Consequentemente, a vacinacao &, geralmente, limitada a
areas onde a doenca é endémica. Em areas onde a doenca existe, é dificil ou
quase impossivel manter plantéis livres da infeccdo. Nesses lugares, a maioria
das aves de vida longa é rotineiramente vacinada contra VLTI (GAMA; CANAL,
2009).

Por outro lado, frangos de corte sdao vacinados com aproximadamente
quatorze dias de idade apenas quando houver surtos (GAMA; CANAL, 2009).
Em aves de vida longa o VLTI é controlado por vacinas atenuadas dadas por
colirio ou por uma vacina recombinante da variola aviaria administrada por
injecao. Contudo, em frangos de corte, vacinas aplicadas individualmente nao
sao economicamente viaveis, devendo ser executadas por aspersao ou agua
potavel (GIAMBRONE; FAGBOHUN; MACKLIN, 2008).

Importante destacar que a vacina viva modificada tem sido associada
com varios efeitos adversos como a disseminacao do virus vacinal a animais
nao vacinados, atenuacao insuficiente, producao de animais portadores com
infeccao latente, e aumento da viruléncia como resultado da passagem in vivo
(ave a ave) (BRANDAO; CHACON, 2009). Os frangos de corte podem
desenvolver traqueite leve, reduzir o ganho de peso e diminuir a eficiéncia
alimentar que sdao comumente associados com o VLTI clinico (GIAMBRONE;
FAGBOHUN; MACKLIN, 2008).
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Assim, o VLTI ainda nao é passivel de erradicacdo com as ferramentas
tradicionais de diagndstico e controle disponiveis, e o curso da doenca e
disseminagao viral vao depender do controle de inumeros fatores
predisponentes extrinsicos e intrinsicos ao hospedeiro e ao virus (GIAMBRONE;
FAGBOHUN; MACKLIN, 2008).

12. CONCLUSAO

As doencas respiratérias sao um dos principais desafios sanitarios dentro
de uma criacdo avicola, pois levam a condenacdao de carcacas, e perdas na
produtividade do plantel. Dentro deste contexto, podemos citar a LTI, uma
importante doenca que desencadeia grande impacto econ6mico mundial,
devido a facil disseminacao do virus por todo o mundo e ao fato da infeccao
permanecer em laténcia por varios meses, contribuindo para a permanéncia e
disseminacao do virus no plantel. Importante a conscientizacdao do produtor
sobre a necessidade de notificacdo da doenca a OIE, pois sé assim um controle
adequado pode ser realizado evitando surtos em nosso pais. Existe ainda, a
possibilidade de realizar a vacinacao, porém esta pode produzir aves
portadoras com infeccdo latente e pode disseminar o virus para as aves nao
vacinadas. Por isso, as granjas precisam manter uma boa biosseguridade e
realizar métodos de diagndstico eficiente a fim de conter a infeccdo no inicio,

evitando maiores frustragoes.
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