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DOENCA DE MAREK EM POEDEIRAS COMERCIAIS VACINADAS: RELATO DE
CASO E ANALISE METAGENOMICA

RESUMO

A doenca de Marek (Marek’s disease, MD), é uma enfermidade oncogénica e
imunossupressora, causada pelo Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), que possui uma
significativa importancia econdmica para a inddstria avicola. Os encargos econdmicos sdo por
perdas diretas de mortalidade, condenagdes das carcacas de frangos ao abate, queda na
producdo de ovos e, bem como, indiretas pelo custo de prevencdo da utilizacdo generalizada
de vacinas e medidas de controle. Os surtos esporadicos e repetidos nos ultimos anos,
principalmente em lotes de poedeiras comerciais e matrizes pesadas vacinadas, tem ocorrido
em diferentes paises e continentes. No Brasil, ha poucos relatos e informacdes a respeito da
ocorréncia da enfermidade. O diagndéstico da MD e diferencial a outras doencas oncogénicas,
envolve os sinais clinicos, lesdes macroscopicas, histopatologia e técnicas moleculares. Novas
abordagens como a metagendmica tém sido propostas para auxiliar no conhecimento do
agente etiologico e suas interacbes com o microbioma das aves. O sequenciamento de alto
desempenho (high throughput sequencing; HTS) ou de nova geracdo (Next Generation
Sequencing; NGS), com o apoio de ferramentas de bioinformatica, tornam possivel a
utilizacdo da abordagem metagendmica para identificar o0 microbioma de uma determinada
amostra bioldgica, independentemente de cultivo dos microrganismos. Visando contribuir
para o conhecimento da MD no Brasil e a interagdo do virus imunossupressor GaHV-2 sobre o
microbioma das aves, no presente trabalho foi apresentado um relato de um surto esporadico
da MD em poedeiras comerciais e analises metagenémicas de 6rgdos de poedeiras comerciais
saudaveis ou afetadas pela MD. A tese estd dividida em trés capitulos. O primeiro capitulo
apresenta uma revisdo bibliografica sobre a MD. O segundo capitulo, intitulado “Um surto da
doenca de Marek em poedeiras comerciais vacinadas, no sul do Brasil”, descreve um relato
sobre o0s achados epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e moleculares em um surto
esporadico da MD em poedeiras comerciais vacinadas. Os resultados demonstraram que 0
surto esporadico foi caracterizado como MD tardia em poedeiras comerciais adultas, na
epidemiologia pela ocorréncia as 38 semanas de idade, e classificado como sindrome
neoplasica induzida pelo MDV. A presenca de uma cepa patogénica do GaHV-2 foi
confirmada e maiores cargas virais encontrads em tecidos com lesdes e tumores. A infeccdo
pelo GaHV-2 continua causando, mesmo em aves vacinadas para a MD, sinais clinicos e
lesbes caracteristicas, e consequentemente, pela mortalidade e queda na producdo de ovos,
perdas econdmicas aos produtores e a industria de ovos, no sul do Barsil. A ocorréncia deste
surto esporadico da MD sugere estar associada as falhas de biosseguridade e vacinacgdo. Por
fim, o terceiro capitulo, intitulado “Andlises metagendmicas em poedeiras comerciais
saudaveis ou afetadas pela doenga de Marek™ descreve a utilizagdo do NGS para analisar o
microbioma de dérgdos de poedeiras comerciais saudaveis e comparar estes achados com 0s
obtidos em aves afetadas pela MD. Os achados deste estudo indicam que poedeiras comerciais
afetadas pela MD possuem maior abundancia de genomas representativos de familias virais e
bacterinas em 6rgdos, do que aves saudaveis. A infeccdo pelo GaHV-2 conduziu a uma
modulacdo do microbioma dos 6rgdos das aves, favorecendo coinfecgdes por bactérias
patogénicas de interesse em saude publica.

Palavras-chave: Doenca de Marek, Gallid alphaherpesvirus 2, metagenémica.



MAREK’S DISEASE IN VACCINATED COMMERCIAL LAYERS: CASE REPORT
AND METAGENOMIC ANALYSIS

ABSTRACT

Marek's disease (MD) is an oncogenic and immunosuppressive disease, caused by Gallid
alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), which is of significant economic importance to the poultry
industry. The economic burden is due to direct losses of mortality, condemnation of chicken
carcasses to slaughter, drop in egg production and, as well as, indirect by the cost of
preventing the widespread use of vaccines and control measures. The sporadic and repeated
outbreaks in recent years, especially in flocks of vaccinated commercial layers and broiler
breeders, have occurred in different countries and continents. In Brazil, there are few reports
and information regarding the occurrence of the disease. The diagnosis of MD and differential
to other oncogenic diseases involves clinical signs, macroscopic lesions, histopathology and
molecular techniques. New approaches such as metagenomics have been proposed to assist in
the knowledge of the etiological agent and its interactions with the microbiome of birds. High
throughput sequencing (HTS) or Next Generation Sequencing (NGS), with the support of
bioinformatics tools, make it possible to use the metagenomic approach to identify the
microbiome of a given biological sample, regardless of the culture of the microorganisms.
Aiming to contribute to the knowledge of DM in Brazil and the interaction of the
immunosuppressive virus GaHV-2 on the bird microbiome, in the present study a report of a
sporadic outbreak of DM in commercial layers and metagenomic analyses of healthy or MD
affected commercial layers organs was presented. The thesis is divided into three chapters.
The first chapter presents a literature review on DM. The second chapter, entitled "An
outbreak of Marek disease in vaccinated commercial layers in southern Brazil," describes a
report on epidemiological, clinical, pathological and molecular findings in a sporadic outbreak
of DM in vaccinated commercial layers. The results showed that the sporadic outbreak was
characterized as late MD in adult commercial layers, in epidemiology by occurrence at 38
weeks of age, and classified as MDV-induced neoplastic syndrome. The presence of a
pathogenic strain of GaHV-2 was confirmed and higher viral loads were found in tissues with
lesions and tumors. GaHV-2 infection continues to cause, even in birds vaccinated for MD,
clinical signs and characteristic lesions, and consequently, by mortality and decline in egg
production, economic losses to producers and the egg industry in southern Barsil. The
occurrence of this sporadic outbreak of MD suggests that biosecurity and vaccination failures
are associated. Finally, the third chapter, entitled "Metagenomic analysis in commercial layers
healthy or affected by Marek disease™ describes the use of NGS to analyze the microbiome of
healthy commercial layer organs and compare these findings with those obtained in birds
affected by MD. The findings of this study indicate that commercial layers affected by DM
have greater abundance of genomes representative of viral and bacterial families in organs
than healthy birds. GaHV-2 infection led to a modulation of the bird organ microbiome,
favoring co-infections by pathogenic bacteria of public health interest.

Keywords: Marek’s disease. Gallid alphaherpesvirus 2, metagenomic.
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1. INTRODUCAO

A industrializacdo da producdo avicola acompanha a crescente e exigente demanda do
mercado consumidor (Kennedy et al., 2018). Estabelece uma situacdo que conduz a riscos de
disseminacdo e evolugdo de patdgenos, devido as condigdes de alta concentracdo de aves nas
propriedades e regides produtoras (Rozins et al., 2019). Um primeiro e classico exemplo é o
virus da doenca de Marek (Marek’s disease virus, MDV), que é o agente causador da doenca
de Marek (Marek’s disease, MD), uma doenca de aves que evoluiu de uma sindrome
paralitica relativamente inofensiva para uma doenca linfoproliferativa e imunossupressora
complexa (Witter, 1997), como resultado da industrializacdo avicola na década de 1960
(Rozins & Day, 2017).

A MD ¢ causada pelo Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), membro da ordem
Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Mardivirus
(ICTV, 2019). Acomete principalmente galinhas (Gallus gallus) e menos comumente perus
(Meleagris gallopavo) e outros Galliformes (Baigent et al., 2016). Jozsef Marek, na Hungria,
descreveu a doenca pela primeira vez em 1907 (Marek, 1907). Possui ocorréncia e
importancia mundial, impondo um encargo econdmico substancial a producdo de carne de
frangos e de ovos (Nair, 2018; Rozins et al., 2019).

No género Mardivirus, que possui seis espécies, os isolados em aves domésticas possuem
diferentes espécies: o GaHV-2 sdo os Unicos patogénicos ou oncogénicos de galinhas
(Baigent et al., 2016). O Gallid alphaherpesvirus 3 (GaHV-3) e o0 Meleagrid
alphaherpesvirus 1 (MeHV-1) ou herpesvirus de perus (turkey herpesvirus, HVT), séo
naturalmente apatogénicos em aves domesticas (Osterrieder et al., 2006). Além destas, foram
descritos outros membros do género gue infectam aves aquaticas (Anatid alphaherpesvirus 1;
AnHV-1), pombos (Columbid alphaherpesvirus 1; CoHV-1) e pinguins (Spheniscid
alphaherpesvirus 1; SpAHV1) (Guo et al., 2017; Niemeyer et al., 2017; ICTV, 2019). As
cepas do GaHV-2 séo classificadas em quatro patotipos, como de baixa (mild, m MDV; cepa
CU-2), alta (virulent, v MDV; cepas HPRS-16, JM), muito alta (very virulent, vv MDV; cepas
RB-1B, Md5, Md11) e altissima viruléncia (very virulent +, vv+ MDV; cepas RK-1, 584A,
648A) (Witter et al., 2005).

O diagnostico da MD e também no diferencial a outras doengas oncogénicas, envolve
os sinais clinicos, lesbes macroscépicas, histopatologia, imunohistoquimica e técnicas

moleculares (Mete et al., 2016). Novas técnicas tém sido propostas para identificar novos



agentes, identificar coinfeccdes entre diferentes microrganismos e caracterizar a diversidade
microbiana, como a abordagem metagendmica, que é um campo de estudos que foi expandido
com as tecnologias de sequenciamento de alto desempenho (high throughput sequencing;
HTS) ou de nova geracdo (NGS - Next Generation Sequencing) e as ferramentas de
bioinformatica (Lu et al., 2017).

A MD continua a ter uma importancia econémica para a industria avicola, pois surtos
repetidos nos dltimos anos, principalmente em lotes de poedeiras comerciais e matrizes
pesadas vacinadas, tem ocorrido em diferentes paises e continentes (Spatz & Silva, 2007;
Buscaglia, 2013; Puro et al., 2018). No Brasil, nos periodos de 2013 a 2018, a ocorréncia de
surtos compativeis com a MD tem sido evidenciada nas cadeias de producédo industrial de
aves de postura comercial e matrizes pesadas, no entanto estes relatos, até 0 momento, nao
tém sido diagnosticados e ou descritos na literatura.

Baseado na importancia da MD para a avicultura e na necessidade de ter mais
informagdes a respeito dos surtos ocorridos, surgiu a necessidade estudar e relatar as
infeccbes causadas pelo MDV. O primeiro capitulo desta tese apresenta uma revisao
bibliografica sobre a doenca de Marek. O segundo capitulo relata um caso da MD em
poedeiras comerciais vacinadas, demonstrando através dos achados epidemioldgicos, clinicos,
patoldgicos e moleculares a presenca de uma cepa virulenta de GaHV-2 e, adicionalmente,
uma maior quantificacdo de cargas virais do GaHV-2 nos 6rgaos das aves afetadas pela MD
em comparacdo as aves saudaveis do mesmo lote. Por fim, o terceiro capitulo apresenta a
utilizacdo da abordagem metagenémica, demonstrando os resultados da analise do viroma de
Orgdos de poedeiras comerciais saudaveis e afetadas pela doenca de Marek e, adicionalmente,
uma visualizacdo da interacdo do GaHV-2 presente nos érgdos das aves sobre a diversidade

de algumas espécies de bactérias.



2 CAPITULO I
2.1 Revisao da literatura

2.1.1 Doenga de Marek — caracteristicas e historia

A doenga de Marek (Marek’s disease, MD) é uma doenca linfoproliferativa complexa
que acomete principalmente galinhas (Gallus gallus) e menos comumente perus (Meleagris
gallopavo), faisdes (familia Phasianidae) e codornas (Coturnix coturnix), que inclui uma
variedade de sindromes das quais a apresentacdo de tumores tem um grande impacto
econdmico para a inddstria avicola (Gimeno & Schat, 2018). A doenca é causada por um
herpesvirus denominado Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), conhecido como virus da
doenca de Marek (Marek’s disease virus, MDV), que induz tumores, paralisia, severa
imunossupressao e morte em aves (Faiz et al., 2016).

Jozsef Marek, médico veterinario da Hungria, descreveu pela primeira vez em 1907
(Marek, 1907) a forma neurologica “classica” da doenga como polineurite. Em 1914, foram
relatados surtos nos Estados Unidos e posteriormente a doenca foi reconhecida na Holanda,
Inglaterra e em muitos outros paises. A partir de 1922, nos Estados Unidos, a doenga foi
relatada por Pappenheimer et al (1926; 1929) com casos mais graves e aves apresentando
tumores linfoides em érgdos viscerais, sendo proposta que a polineurite e o linfoma visceral
faziam parte da mesma sindrome, a qual denominaram de “neurolymphomatosis gallinarum”
(Schat & Nair, 2008). Posteriormente, a partir da década de 1950, a doenca foi associada a
outras apresentacdes como a forma aguda com tumores linfoides e severa imunossupressao,

sendo nomeada doenca de Marek por Biggs (1961) (McPherson & Delany, 2016).

2.1.2 Importancia econémica

A MD é uma das principais doencas que afetam a satde das aves em todo 0 mundo e o
custo total de perdas estimado para a industria avicola é de 1 a 2 bilhdes de dolares
anualmente (Nair, 2005).

O MDV é ubiquo, ocorre em praticamente todos os paises de producdo avicola
industrial. Até a década de 1950, a doenca classica possuia uma baixa taxa de mortalidade.
Concomitante ao aumento da industrializacao avicola na decada de 1960, uma forma aguda da
doenca com tumores linféides ocasionou uma maior taxa de mortalidade (10-30%), causando
uma crise econémica na industria avicola (Biggs & Nair, 2012). O impacto econémico da MD

aguda foi muito alto, pois a morbidade e mortalidade ultrapassavam 60% em lotes de postura



comercial, perdas de 30% em lotes de reprodutoras e frangos de corte e 10% de perdas por
condenacOes de carcacas em frangos de corte. Apds a adogcdo da vacinagdo na década de
1970, a incidéncia reduziu e a mortalidade em reprodutoras e poedeiras caiu para 3% a 5%
(Schat & Nair, 2008).

A MD continua a ter uma importancia econdmica na industria avicola em muitas
partes do mundo com alto custo da vacinagdo e perdas de produtividade, devido a
imprevisibilidade dos surtos e falhas das ferramentas de controle pela evolugédo de cepas mais
virulentas do GaHV-2 (Dunn et al., 2017). O custo mundial com vacinacdo da MD em 2016
foi estimado em 87,5 milhdes de euros ou 301 milhGes de reais, 0 que representa 8,10% de
todo o0 mercado de vacinas aviarias no mundo (CEESA, 2016).

2.1.3 Etiologia

2.1.3.1 Classificacdo

O MDV foi inicialmente classificado como um membro da subfamilia
Gammabherpesvirinae, devido as propriedades bioldgicas e tropismo por linfocitos, mas foi
reclassificado em 2002 como um Alphaherpesvirus por sua estrutura molecular e organizacéo
do genoma, confirmada pelos estudos de sequenciamento completo do genoma (Lee et al.,
2000; Tulman et al., 2000), e classificado no novo género Mardivirus (Schat & Nair, 2008).

Em 2011, o MDV foi classificado pelo Comité Internacional para Nomenclatura de
Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) como membro da ordem
Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Mardivirus
(Baigent et al., 2016). Na recente classificacdo definida em 2019 pelo ICTV, o género
Mardivirus compreende 6 espécies: Anatid alphaherpesvirus 1 (AnHV-1), Columbid
alphaherpesvirus 1 (CoHV-1), Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), Gallid alphaherpesvirus
3 (GaHV-3), Meleagrid alphaherpesvirus 1 (MeHV-1) e Spheniscid alphaherpesvirus 1
(SpAHV1) (ICTV, 2019).

No género Mardivirus, espécies isoladas em aves domesticas que sdo intimamente
relacionadas, tém sido identificada com base nas caracteristicas sorologicas e genémicas das
cepas virais em trés diferentes espécies: O Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2),
anteriormente referido MDV-1 (Ex: GA, Mdll, Md5) sdo os Unicos patogénicos ou
oncogeénicos responsaveis pela MD. Gallid alphaherpesvirus 3 (GaHV-3), anteriormente
referido MDV-2 (Ex: SB-1) e Meleagrid alphaherpesvirus 1 (MeHV-1) ou herpesvirus de
perus (turkey herpesvirus, HVT), anteriormente referido MDV-3, (Ex: HVT ou FC-126) sdo



naturalmente ndo patogénicos em aves domesticas (Osterrieder et al., 2006). Além destas,
ainda sdo descritas as espécies que acometem aves aquéticas (Anatid alphaherpesvirus 1;
AnHV-1), pombos (Columbid alphaherpesvirus 1; CoHV-1) e pinguins (Spheniscid
alphaherpesvirus 1; SpAHV1) (Guo et al., 2017; Niemeyer et al., 2017; ICTV, 2019).

A espécie GaHV-2 inclui todas as cepas oncogénicas e algumas cepas vacinais
naturalmente atenuadas, como a Rispens/CV1988 (Rispens et al; 1972). As cepas oncogénicas
de MDYV variam significativamente em sua viruléncia e sdo classificadas, em quatro patétipos,
correspondendo a amostras de baixa (mild, m MDV; cepa CU-2), alta (virulent, v MDV;
cepa HPRS-16), muito alta (very virulent; vw MDV; cepa RB-1B ou Md5) e altissima
viruléncia (very virulent +, vv+ MDV; cepa RK-1), utilizando como base de comparagédo de
viruléncia cepas bem caracterizadas de alta e muito alta viruléncia JM e Md5,
respectivamente, em aves com status de vacinacdo conhecido (Witter et al., 2005).

Na Tabela 1, é descrito um resumo com as espécies, patotipos, oncogenicidade e

principais cepas do género Mardivirus (Gennart et al., 2015).

Tabela 1 — Descricdo do género Mardivirus.

Espécies Patotipo Oncogenicidade Cepas
vv+ MDV +++ RK-1, 584A, 648A
vv MDV ++ RB-1B, Md5, Md-11
GaHV-2
v MDV + GA, HPRS-16, JIM
m MDV Nao Rispens, CU-2, HPRS17
GaHV-3 m MDV Nao SB-1, HPRS-24, HN-1
MeHV-1 m MDV Nao FC-126, WTHV, HPRS-26

GaHV, Gallid alphaherpesvirus; MeHV, Meleagrid herpesvirus.

2.1.3.2. Caracteristicas gendmicas

A caracterizacdo molecular do genoma completo dos 3 sorotipos de GaHV2 (cepas
GA e Md5 do sorotipo 1, cepa HPRS-24 do sorotipo 2 e cepa FC-126 do sorotipo 3) (Tulman
et al., 2000; Lee et al., 2000; Afonso et al. 2001; Izumiya et al., 2001; Kingham et al., 2001)
confirmou que os genomas sdo muito semelhantes, constituido de uma fita dupla de DNA
linear, com um tamanho de 160 a 180 kb, com 70 a 80 genes, que codificam 103 proteinas
(Schat & Nair, 2008).



A estrutura genémica dos 3 sorotipos sdo tipicas de Alphaherpesvirus com a divisao
em duas regides: uma sequéncia longa Unica (unique long, UL) e uma sequéncia curta Unica
(unique short, Us). Estas sequéncias unicas sdo flanqueadas por conjuntos de sequéncias de
repeticdo invertidas: repeticdes terminais longas (terminal repeat long, TRL), repeticbes
internas longas (internal repeat long, IRL), repeticBes internas curtas (internal repeat short,
IRs) e repeti¢Oes terminais curtas (terminal repeat short, TRs), respectivamente (McPherson
& Delany, 2016).

A estrutura do genoma e o conteudo dos genes de cada regido sdo semelhantes entre
todos os sorotipos de GaHV-2, mas existem diferencas-chave em relagcdo aos genes
expressados. O sorotipo 1 € definido pela presenga do oncogene meq (Marek’s disease
EcoR1-Q), que expressa uma fosfoproteina de 339 aminoéacidos, a proteina meq, e de outros
genes que contribuem para as caracteristicas biologicas unicas, incluindo pp24, pp38, vIL8 e
VTR em regides de repeti¢do, particularmente TRL. (McPherson & Delany, 2016). Entre todos
estes genes, a expressao do gene meq, que é abundante em linhas de células T transformadas
com GaHV-2 e em tumores, € o de maior possibilidade a estar associado a oncogenicidade e a
patogenicidade viral e que pode diferenciar de linfomas induzidos por GaHV-2 de outros
agentes causadores de tumores linféides e também entre varios sorotipos de GaHV-2 (Suresh
et al., 2017). No sorotipo 3 do MDV (HVT) foi previamente descrito o gene sorfl (Kingham
etal., 2001).

2.1.4. Epidemiologia

O hospedeiro natural do MDV séo aves da espécie Gallus gallus (galinhas), mas perus
(Meleagris gallopavo), faisdes (familia Phasianidae) e codornas (Coturnix coturnix) sdo
susceptiveis a infeccdo e doenca (Gimeno & Pandiri, 2013). A MD esté& presente nos paises
produtores de aves de todo o mundo. Provavelmente, todos os lotes de galinhas, criadas em
areas onde a producdo avicola é relevante, torna-se infectado e muitos experimentam alguma
perda produtiva (Schat & Nair, 2008).

A distribuicdo da MD é reconhecida mundialmente, embora ndo seja uma doenca de
notificagdo obrigatdria de acordo com a Organizagdo Internacional de Epizootias (Office
International Epizooties - OIE), mas atualmente ndo existem estimativas precisas de
morbidade, perdas econdmicas anuais e relatorio da distribuicdo da doenca em cada
continente (Boodhoo et al., 2016).
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O status global da MD é dificil de ser determinado, mesmo que alguns surtos sejam
relatados na literatura (Zhuang et al., 2015; Cui et al., 2016) (Dunn & Gimeno, 2013).
Morrow & Fehler (2004) descreveram que algumas das principais dificuldades em determinar
um status global de MD sdo: 1- a MD ndo é uma doenca de notificacdo obrigatoria; 2- a
ocorréncia de MD estd muitas vezes ligada as reivindicacOes financeiras entre empresas
produtoras e empresas de genética e ou entre empresas de genética e fabricantes de vacinas
sendo que na maioria das vezes estes casos ndo sdo tornados publicos; 3 - uma vez que a
prevencdo da doenca requerer uma Otima higiene e gerenciamento, além de varias outras
medidas, muitos casos de MD ndo sdo relatados para evitar danos a reputacdo da empresa
produtora em causa.

A vigilancia global eficaz do MDV requer uma precisdo e abrangéncia de relatérios.
Dados atuais da OIE estimam que metade dos paises do mundo ja relataram casos da MD
(Figura 1) (Boodhoo et al., 2016).

M Presenca de MDV
| N&o informado

Europa (47) Africa (52) América (40) Oceania (14) Asia (48)

Figura 1. Mapa mundial que descreve a distribuicdo do MDYV de casos comprovados apresentados a OIE antes e
apos 2009.

FONTE: Adaptado de Boodhoo et al. (2016).

NOTA: A: mapa do mundo descrevendo paises com presenca do MDV (China e Egito, em preto, sdo areas
endémicas para o MDV). B: o gréafico de setores demonstra a localizacdo geografica dos paises que
comunicaram casos de MDV a OIE, sendo auséncia (azul) e presenca da MD (vermelho).
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2.1.5. Replicagéo

A replicacdo dos trés sorotipos do MDV é semelhante a outros herpesvirus. A infeccao
inicial por virions envelopados ocorre pela adsorcdo e penetracdo nas células susceptiveis.
Para a infeccdo inicial de culturas celulares ou aves pelo virus, os virions envelopados se
ligam aos receptores celulares provavelmente pela glicoproteina gB em combinacdo com
outras glicoproteinas. Nas culturas celulares, a penetracdo viral ocorre dentro de uma hora
apos a ligacao. A propagacdo subsequente da infeccdo para outras células ocorre por contato
direto com células infectadas, e a transferéncia do virus é provavelmente realizada através da
formacdo de pontes intracelulares, sendo o principal modo de disseminacéo do virus in vitro e
in vivo (Schat & Nair, 2008).

2.1.6. Patogenia

A patogenia da MD é muito complexa. As infec¢des pelo GaHV-2 se dao usualmente
através do sistema respiratdrio, pela inalacdo dos virions presentes nas penugens lancadas a
partir dos foliculos das penas e ou de poeira contaminada com descamacdes de pele, sendo
gue a exposicdo pode ocorrer em aves de 1 dia de idade (Gimeno, 2008). Apds a replicacédo
inicial nos pulmdes, o virus replica nos érgdos linféides, tais como bursa de Fabricius (BF),
timo e bago (Nair, 2005).

Existem quatro fases da infeccdo que contribuem para a persisténcia viral e patogénese
no hospedeiro: a citolitica inicial, a latente, a citolitica tardia e a proliferativa ou de
transformacédo (Adldinger & Calnek, 1973; Osterrieder et al., 2006). Na fase citolitica inicial
(2 a 7 dias pos-infeccgéo (dpi)), o virus € replicado nas células epiteliais do trato respiratério e
em seguida nos macrofagos. Através dos macrofagos, é realizada a transi¢cdo do virus dos
pulmdes para os orgédos linfoides, como o bago, timo e bursa de Fabricius (BF), dentro de 24
horas, onde os linfocitos B e T sdo infectados, com consequentemente imunossupressao
(McPherson & Delany, 2016). A fase latente (7 a 10 dpi em diante) ocorre principalmente nos
linfécitos T CD4+, resultando na disseminacgdo viral, via corrente sanguinea, para 0s sitios
cuténeos de replicagdo no epitélio folicular das penas, ocorrendo a liberagdo dos virions no
ambiente. Na fase citolitica tardia (14 a 18 dpi em diante) ocorre a reativacdo das celulas T
CD4+ latentes e imunossupressdo. E finalmente, a fase proliferativa (21 a 28 dpi em diante),
onde ocorre a transformacdo das células T CDA4+, causando uma proliferacdo celular

descontrolada levando a formacdo de linfomas de células T CD4+ em 0rgdos viscerais,
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sistema nervoso periférico e central, sistema musculo-esquelético, pele e olhos (Boodhoo et
al., 2016)

Um modelo da visdo geral da infeccdo, patogenia e transformacdo por MDV é
proposto, incorporando alguns conhecimentos de dados moleculares, celulares (incluindo

citogenética) e gendmica (Figura 2).
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Figura 2. Modelo do MDV e da interacdo gendmica, molecular, celular e do tecido do hospedeiro das aves
durante a infeccdo precoce, patogénese e transformacéo.

FONTE: Adaptada de Mcpherson & Delany (2016).

NOTA: Trés vias interligadas e simplificadas sdo representadas por setas: verde, status do genoma do MDV-
hospedeiro; Azul, movimento do virus internamente (células e tecidos hospedeiros) e externamente (pena no
ambiente); Vermelho claro, transformacdo e tumorigénese. Ao longo destas rotas, os pentdgonos cinza claros
com texto e diagramas indicam os 6rgdos envolvidos na doencga e 0s hexagonos indicam o MDV.

2.1.7. Transmissao

A principal forma de transmisséo natural da MD ocorre pelo contato direto ou indireto
entre galinhas. As células epiteliais na camada de queratina dos foliculos das penas sdo
permissiveis a replicagdo do virus. O virus associado as penas e fezes é a principal fonte de
infeccdo. Nao ocorre transmissdo vertical e a transmissao pela contaminagédo externa do ovo é
pouco provavel, devido a baixa resisténcia do virus as condi¢fes de temperatura e umidade
durante a incubacdo (Witter & Schat, 2003).
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Um modelo para a transmissdo horizontal e vertical do MDV entre espécies de aves e

descrito na Figura 3.
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Figura 3. Modelo da transmissdo horizontal e vertical do MDV entre espécies de aves.

FONTE: Adaptada de Boodhoo et al. (2016).

NOTA: Os sorotipos de MDYV infectam diferentes espécies de aves globalmente. Ndo ocorre transmissdo vertical
da galinha para os ovos. Pintos de 1 dia podem ser infectados no ambiente de producdo. Vérias espécies de aves
foram agrupadas: aves de vida livre, aves de fazendas e aves migratorias. Acaros vermelhos foram identificados
como portadores de patdgenos de aves, mas o MDV ainda ndo foi isolado. Aves de vida livre e fazendas séo
perus, faisdo, perdiz e codorna. Aves migratérias como patos e gansos embora infectadas e portadoras, ndo
apresentam papel definido na disseminacéo de fatores de viruléncia viral, bem como na capacidade de infectar os
sistemas de produgdo comerciais.

2.1.8. Sinais clinicos e lesGes macroscopicas

Jozsef Marek (1907) descreveu pela primeira vez a forma neural classica da doenca
pela observacédo de paralisia nas pernas e asas de quatro galos adultos, com baixa morbidade e
insignificante mortalidade e considerou ser um processo inflamatorio de nervos periféricos,
como o nervo cidtico, denominando de polineurite. A partir de 1922 Pappenheimer et al.
(1926; 1929), nos Estados Unidos, descreveram casos mais graves apresentando mortalidade
de até 20% e aves afetadas com polineurite e tumores linféides em 6rgaos viscerais.

A doenga foi descrita por Witter & Schat (2003) como apresentando duas formas: a
classica e a aguda. A forma classica, forma neurologica da doenca, é caracterizada por
polineurite e paralisias totais ou unilaterais das patas, asas, pescoco resultante da infiltracdo
dos linfécitos T transformados nos nervos periféricos (Nair, 2005). A forma aguda, forma de



14

tumores nos Orgdos viscerais, é caracterizada por alta mortalidade, palidez da crista e patas,
letargia, cegueira, perda de peso e queda de postura de ovos, possivelmente relacionada com o
surgimento de amostras mais virulentas do virus (Schat & Nair, 2008).

Nos ultimos 100 anos, a doenca original descrita por Joszef Marek mudou
significativamente de severidade e manifestacGes clinicas, passando de uma sindrome
paralitica leve de natureza endémica para uma doenca neoplasica altamente contagiosa com
distribuicdo mundial (Nair, 2005). Atualmente, a MD ¢é caracterizada pelas sindromes
induzidas pelo MDV que sao divididas em duas categorias: sindromes ndo neoplasicas, com
sinais clinicos neuroldgicos, oculares, vasculares, e as sindromes neoplasicas, com linfomas

nos nervos, pele e visceras (Gimeno & Pandiri, 2013).

2.1.9 Diagnostico

Pesquisadores identificaram critérios Uteis para auxiliar no diagnéstico da MD e no
diferencial a outras neoplasias, envolvendo os sinais clinicos, lesbes macroscopicas,
histopatologia, imunohistoquimica e técnicas moleculares (Mete et al., 2016). Estes critérios
de diagndstico podem ser utilizados coletivamente para estabelecer o diagnéstico definitivo
(Witter et al., 2010). Para analise de mdltiplos patdgenos e para o entendimento da
diversidade microbioma, novas técnicas tém sido propostas, sendo a abordagem
metagendmica a mais acurada técnica para este propdsito, e além disso, € utilizada para
caracterizar a diversidade microbiana, identificar novos agentes e identificar coinfecgdes entre
diferentes microrganismos, possibilitando uma determinacdo mais precisa da etiologia das
doencas (Li et al., 2018).

2.1.9.1 Sinais Clinicos e lesGes macroscopicas

O diagnostico tradicional da MD baseia-se nos sinais clinicos como polineurite e
paralisias totais ou unilaterais das patas, asas, pescoco e lesbes macroscopicas como 0s

linfomas nos nervos, pele e visceras (Schat & Nair, 2008).

2.1.9.2 Histopatologia

Na histopatologia séo observados infiltrados de células linfoblasticas pleomorficas,

diagnostico diferencial de Leucose linfoide, com células linfoblasticas monomérficas (Canal



15

& Barbosa, 2009). Na forma inflamatdria, pequenos linfdcitos e plasmdcitos também estéo
presentes (Schat & Nair, 2008).

2.1.9.3. Imunohistoquimica

A Imunohistoguimica (IHQ) permite a detecc@o de antigenos virais em tecidos, através
da utilizagdo de anticorpo primario especifico, conjugacdo enzimética e anticorpo secundario
marcado, com ou sem a utilizacdo de metodos de amplificagdo (Ramos-Vara, 2005).
Anticorpos monoclonais preparados para epitopos dos 3 sorotipos de MDV séo utilizados em
preferéncia a anticorpos policlonais para a detec¢do de antigenos nos tecidos. Os antigenos
virais podem ser detectados nas pontas das penas e nos foliculos das penas, tecidos linfoides
infectados, cérebro ou culturas de células infectadas com anticorpos apropriados (Schat &
Nair, 2008).

2.1.9.4. Isolamento viral

A técnica ce virologia tradicional para a detec¢do da infeccdo por herpesvirus é a
cultura de células e o reconhecimento do efeito citopatico (Schat & Purchase, 1998). O
indculo pode consistir de linfécitos sanguineos, sangue total heparinizado, esplendcitos ou
células tumorais (Schat & Nair, 2008). Células de rim de galinha e fibroblasto de embrido de
pato sdo as células preferidas para o isolamento do sorotipo 1, enquanto que fibroblasto de
embrido de galinha é a preferida para o isolamento dos sorotipos 2 e 3 (Witter & Schat, 2003).
As particulas virais estdo presentes nos foliculos das penas a partir dos 12 dias pds-infecgdo, e
o isolamento viral nas fases mais iniciais da infeccdo envolve a passagem de células intactas

em células de rim de galinha ou de fibroblastos de embrido de galinhas (Franco et al., 2012).

2.1.9.5. Deteccéo de anticorpos

A deteccdo de anticorpos especificos no soro tem uma aplicagdo mais limitada, mas
pode ser utilizada no estudo da patogenia € no monitoramento de lotes livres de patdgenos
especificos (Specific Patogen Free, SPF). Essa deteccdo pode ser feita por agar gel
imunoprecipitagdo,  imunofluorescéncia, ensaio  imunoenzimatico  (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) e virus neutralizagdo, embora nenhuns dos testes descritos

discriminem o sorotipo do MDV (Canal & Barbosa, 2009). As técnicas soroldgicas ndo sao
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Uteis para avaliar a eficacia da vacinacdo ou para estabelecer a presenca de diferentes cepas
circulantes (Lopez-Osorio et al., 2017).

2.1.9.6 Técnicas moleculares

A disponibilidade das sequéncias de nucleotideos de diferentes genes de um grande
numero de virus incluindo o genoma completo dos 3 sorotipos de MDV permite a utilizacéo
de métodos moleculares de deteccdo especifica do MDV (Schat & Purchase, 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR) convencional
que utiliza primers, desenhados para amplificar as sequéncias especificas de 132 pb do
GaHV-2, tem sido descrita e permite distinguir a cepa vacinal Rispens/CV1988 dos MDVs
virulentos pela detec¢do do DNA viral nos linfomas (Becker et al.,1992; Silva, 1992).

A PCR quantitativa em tempo real (g-PCR) tem tido uma maior aceitacdo do que a
PCR, devido ao aumento da sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez, além da reducdo do
risco de contaminacdo (Baigent et al., 2005). A ¢g-PCR tem sido sugerida como uma
ferramenta de diagndstico definitivo baseada na analise de amostras de tumores onde a carga
de MDV € muito maior do que nos tecidos ndo tumorais (Gimeno, 2008). A g-PCR € um
método de diagndstico molecular sensivel e especifico que pode ser utilizado para diferenciar
e quantificar os sorotipos de MDV (Islam et al., 2004; Baigent et al., 2005; Renz et al., 2006),
sendo possivel quantificar o numero absoluto dos genomas virais por células do hospedeiro de
acordo com o sorotipo (Islam et al., 2006). A g-PCR também ¢é utilizada como um método
confidvel para diferenciacdo de animais infectados com MDV e vacinados (teste DIVA —
Differentiation of infected and vaccinated animals) que distinguem e quantificam vacinas do
sorotipo 1 (Rispens/CV1988) do virus de campo (Baigent et al., 2016).

Os métodos de diagnostico molecular para deteccdo de virus ou familias virais
oferecem vantagens em relacdo as técnicas convencionais de isolamento viral, tais como
maior sensibilidade, rapidez e baixo custo. Entretanto, 0s mesmos sdo direcionados para
identificacdo de agentes especificos e ou a detec¢do simultdnea de patdgenos associados em
determinadas sindromes. Poréem, as necessidades de conhecimento prévio desses
microrganismos limitam a identificacdo de agentes potencialmente patogénicos e ainda
desconhecidos (Blomstrom, 2010). Neste sentido, a abordagem metagendmica tém sido

propostas por ser a mais acurada técnica para descri¢cdo de comunidades microbianas.
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2.1.9.7 Diagnostico diferencial de neoplasias

Outras doengas neoplasicas economicamente importantes de aves incluem os
retrovirus aviarios, como o virus da Leucose Aviaria (Avian Leukosis Virus - ALV) e o0 virus
da Reticuloendoteliose (Reticuloendotheliosis virus - REV), que induzem les6es patoldgicas e
caracteristicas histologicas das células tumorais semelhantes a MD (Cao et al., 2013). O REV
infecta linfocitos B e T, levando a linfomas de células T e atrofia na bursa de Fabricius em
frangos e perus suscetiveis (Fadly et al., 2008). Com base nas propriedades das glicoproteinas
do envelope viral, o ALV é classificado em seis subgrupos: A, B, C, D, E e J (Coffin JM,
1992; Fadly & Nair, 2008), dos quais 0 ALV-E é um virus endogeno. Os demais ALVS sdo
virus exdgenas que transformam linfocitos B, resultando em linfoma de células B (Ewert &
deBoer, 1988).

Um diagnéstico diferencial preciso deve ser realizado, pois os critérios patoldgicos e
histoldgicos ndo sdo sempre adequados devido as diferentes formas de apresentacdo da MD, e
as medidas de controle diferem conforme a etiologia dos linfomas (Gimeno et al., 2005).
Desta forma, técnicas de PCR e suas variacdes, devem ser conduzidas como diagnostico
diferencial de MD, como a deteccdo de ALV pela transcricdo reversa aninhada da PCR
(Reverse Transcriptase Nested PCR - RT Nested PCR) e ou Nested-PCR proposta por Garcia
et al. (2003) e a PCR convencional para REV proposta por Aly et al. (1993).

2.1.9.8 Abordagem metagenémica

O advento da analise metagenémica tornou possivel caracterizar as comunidades virais
e bacterianas sem a necessidade de isolamento, clonagem ou conhecimento prévio dos
organismos que possam estar presentes (Willner et al., 2009). O termo metagenémica foi
empregado pela primeira vez por Jo Handelsman em 1998, referindo-se & recuperagdo de
genomas de bactérias cultivaveis e ndo cultivaveis, a partir de amostras de solo (Handelsman
et al., 1998). A metagendmica permite a identificacdo e caracterizacdo gendmica de todos os
microrganismos presentes em uma amostra e tem sido empregada para investigar a etiologia
de doencas nas quais ndo foram relatados os agentes causadores previamente (Wooley et al.,
2010). A metagendmica pode ser aplicada em amostras complexas, com a extracdo genémica
de todos 0s microrganismos presentes na amostra biologica, seguida pelo sequenciamento e

analise dos genomas encontrados (Frey et al., 2014).



18

A abordagem metagenémica ganhou popularidade com a introdugdo de métodos de
sequenciamento de ultima geracdo (Next-Generation Sequencing - NGS), que fornecem mais
dados em menor tempo e custo e que requerem uma analise de bioinformatica apropriada dos

conjuntos de dados gerados (Nooij et al., 2018).

2.1.10 Prevencdo e controle

A prevengdo e o controle de MD sdo baseados em trés critérios: Biosseguridade,
selecdo para resisténcia genética e vacinacdo. Embora a genética e a biosseguridade sejam
essenciais para um controle adequado da MD, a realidade € que 0 uso de vacinas se tornou o

pilar fundamental no controle desta doenca (Gimeno & Pandiri, 2013).

2.1.10.1 Vacinas

2.1.10.1.1 Vacinas tradicionais

As vacinas tradicionais contra a MD consistem em vacinas vivas das cepas atenuadas e
ndo oncogénicas de todos os 3 sorotipos de Mardivirus (Baigent et al., 2016). As amostras
vacinais utilizadas sdo do sorotipo 2 (GaHV-3, cepa SB1) (Schat & Calnek, 1978) ou sorotipo
3 (MeHV-1, HVT/cepa FC-126) (Okazaki et al., 1970) que sdo naturalmente ndo virulentas
em galinhas, enquanto a amostra vacinal do sorotipo 1 (GaHV-2, Rispens/CV1988) (Rispens
et al., 1972) é naturalmente atenuada (Reddy et al., 2016).

Vacinas contendo a amostra Rispens/CVI1988, que sdo 98% antigenicamente e
geneticamente idénticas as estirpes virulentas, normalmente fornecem protecéo superior para
patétipos vwv+ MDYV, contra a qual HVT e vacinas bivalentes sdo ineficazes (Ralapanawe et
al., 2016). Por causa disso, atualmente a vacina Rispens/CV1988 é considerada o "padrdo
ouro” de vacinas para MD e &, portanto, utilizada isoladamente ou combinadas com vacinas
preparadas com HVT para proteger as aves que sao consideradas mais valiosas: poedeiras de
ciclo longo e matrizes (Dunn & Gimeno, 2013). No Brasil, a vacinag¢do contra a MD ¢é obriga-
toria para todas as galinhas e frangos industriais (BRASIL, 2006).

No entanto, as vacinas tradicionais de MD tém um inconveniente: elas protegem
contra o desenvolvimento de tumores, mas ndo contra a infecgéo, replicacdo e transmisséo de
cepas de campo, de modo que mesmo aves vacinadas podem ser potencialmente infectadas
com cepas virulentas de MDV (Faiz et al., 2017). A incapacidade de induzir uma "imunidade
esterilizante”, na qual ha a produgdo de anticorpos neutralizantes que previnem a infecgao,

tem desempenhado um papel importante na emergéncia de novas estirpes de vv+ MDV
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capazes de superar a protecdo conferida pelas atuais vacinas, afetando sua eficacia (Witter,
1997, Ready et al., 2015). Outros fatores que afetam a eficacia das vacinas de MD s&o:
infeccbes concomitantes com outros agentes imunossupressores, exposicdo a amostras de
MDVs de campo antes do estabelecimento da imunidade vacinal e a imunizagdo das aves com
uma dose de vacina insuficiente para induzir imunidade protetora (Landman & Verschuren,
2003). A vacinagdo massal de lotes de aves foi uma causa indireta do aumento da
patogenicidade das cepas de MDV (Witter, 1997).

Apesar do uso generalizado e bem-sucedido de vacinas tradicionais de MD nos
ultimos 40 anos, 0 MDV demonstra uma evolucdo continua de viruléncia (Suresh et al.,
2013). As caracteristicas dos vv+ MDVs emergentes tem causado um grande prejuizo para a
industria avicola e apoia a necessidade de desenvolvimento de novas geracdes de vacinas que
sejam capazes de proteger ndo s6 contra tumores, mas também contra a imunossupressao
induzida tardiamente (Reddy et al., 2016). Um modelo para a evolucdo da viruléncia no

contexto da vacinagao “imperfeita” ¢ proposto por Geoghegan & Holmes (2018) (Figura 4).

vMDV vvMDV vv+ MDV
Virulent MDV Very virulent MDV Very virulent plus MDV
Vacinagao Vacina a0 Vacinagao
Imperfeita Imperfeita Imperfeita
N\ =X
* N — *
=== / G < l _.*.
L ey
Moderada mortalidade Alta mortalidade Mortalidade muito alta
de aves nao vacinadas de aves n&o vacinadas da aves nin vacinadas
" ——— ————
|
r 1 " ———
———
| |
4 ———
Viruléncia b ‘ (
Baixa Alta

Figura 4. Evolugdo da viruléncia no contexto da vacinagdo “imperfeita”.

FONTE: Adaptada de Geoghegan & Holmes (2018).

NOTA: Na década de 1960, uma vacina foi desenvolvida para o virus da doen¢a de Marek (MDV) presente em
lotes de aves. Esta vacina “imperfeita” reduziu os sintomas da doenga, mas nao impediu a replicagdao do virus,
estendendo os periodos infecciosos e, portanto, o potencial de transmissdo de cepas virulentas que teriam sido
removidas por selecdo natural antes da utilizag8o das vacinas. Devido a isso, 0 vw MDV surgiu dentro de 10
anos, necessitando o desenvolvimento de uma segunda geracéo de vacinas que também eram imperfeitas. Isto foi
seguido, em um periodo ainda mais curto, pelo aparecimento de um vv+ MDYV, exigindo uma vacina de terceira
geracdo. Embora a base gendmica da viruléncia do MDV seja atualmente desconhecida, as filogenias,
hipoteticamente atribuem a viruléncia a maltiplas mutagdes causais. As setas tracejadas indicam a evolugéo dos
virus para o préximo grau de viruléncia.
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2.1.10.1.2 Vacinas de novas geracgoes

Estratégias para manipular as cepas de GaHV-2 e modificar a sua viruléncia e
propriedades de replicacéo in vivo tem sido utilizada atualmente no desenvolvimento de novas
geracOes de vacinas de MD com capacidade de controlar as cepas vv+ MDVs emergentes. A
estratégia para desenvolver vacinas de nova geracao é utilizar o conhecimento dos estudos das
funcOes génicas (Reddy et al, 2016).

Os avancos recentes na tecnologia do DNA recombinante, com a manipulacdo dos
genomas virais, permitiram a concepc¢do de uma nova vacina recombinante da MD que gerou
um virus recombinante denominado CVRM (recombina¢do homologa da cepa CV1988 com a
insercdo de LTRs do virus RM1 (B40-RM1Pac = cepa Md5 + cepa RM1) (Lupiani et al.,
2013). A CVRM aumentou a replicacdo in vitro comparado com a cepa CV1988, ndo induziu
atrofia de oOrgdos linfoides e apresentou indices de protecdo iguais ou superiores a vacina
Rispens/CV1988 (Reddy et al., 2016).

CVRM ou CVRM2 foi patenteada nos Estados Unidos em 2013 pela Merial® (Duluth,
GA, US), atual Boehringer Ingelheim® como cepa RN1250 (R= Reddy; N = nitrogénio
liquido; 1250: numero de série) e licenciada para ser comercializada pelo USDA (United
States Department of Agriculture) em margo de 2017 com o0 nome comercial Prevexxion™RN.
Uma combinacéo desta vacina do sorotipo 1 (Prevexxion'™"RN) e uma vacina do sorotipo 3
(HVT) com previsao para ser registrada no USDA em 2018 podera se tornar um novo “padrao

ouro” para programas de vacinagdo contra a MD (Reddy et al., 2016).

2.1.11 Evolucdo do MDV

A tese de evolucdo continua de isolados de campo de MDV foi proposta inicialmente
por Witter (1997) e tem sido comprovado por recentes relatos de surtos, principalmente em
lotes de poedeiras comerciais e matrizes pesadas vacinadas com HVT ou Rispens/CV1988 ou
vacinacdo bivalente (HVT+ Rispens/CV1988) (Suresh et al., 2017). Nos ultimos 15 anos, as
cepas vv+ MDV foi o patotipo predominante isolado em todo o mundo a partir de aves
vacinadas para MD (Zhang et al., 2011), para as quais as vacinas tradicionais da MD ndo
parecem gerar uma protecdo muito robusta (Gimeno, 2008). Uma linha do tempo da evolugéo

da MD esta descrita na Figura 5.
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Evolucao dadoencade Marek (Marek’s disease, MD)

Etiologia: Virus da doenca de Marek (Marek’s disease virus, MDV)

i W Surtos em diversos paises

e s e Es swss | Imunossupressdo induzida
- por MDV

Nova Geragao Vacinas:
"\ USDA 2017 -

AP e 1969 - cepa HPRS-16
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Patogenicidade: baixa (mild, m MDV), alta (virulent, v MDV), muito alta (very virulent; vv MDV) e altissima viruléncia (very virulent +, vv+ MDV).

Ordem: Herpesvirales. Familia: Herpesviridae. Subfamilia: Alphaherpesvirinae. Género: Mardivirus (com 5 espécies).

+ Sorotipo 1: Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2) — patogénicos/oncogénicos responsaveis pela MD.

+ Sorotipo 2: Gallid alphaherpesvirus 3 (GaHV-3) - ndo patogénicos.

+ Sorotipo 3: Meleagrid alphaherpesvirus 1 (MeHV-1) ou herpesvirus de perus (turkey herpesvirus, HVT) - ndo patogénicos.

Figura 5. Linha do tempo da evolucio da doenca de Marek.

FONTE: Elaborada pelo autor.

NOTA: Desde o primeiro relato da doenga em 1907, por Jozsef Marek na Hungria, até a uma série de surtos e do
desenvolvimento de vacinas na segunda metade do século XX e inicio do século XXI.

A patogénese dos recentemente emergentes vv+ MDVs estdo associados ndo apenas a
um aumento da oncogenicidade, mas também a uma infeccdo citolitica aguda mais grave,
paralisia transitoria e imunossupressdo (Gimeno & Pandiri, 2013), um complexo fenbmeno
denominado imunossupressdo induzida por MDV (Marek’s disease virus to induce
immunosuppression — MDV-IS) que é divida em MDV-IS precoce (early MDV-IS) e MDV-
IS tardia (late MDV-IS) (Faiz et al., 2017). A exposicao precoce de estirpes vv+ MDVs em
frangos de corte vacinados para MD causa uma imunossupressdo manifestada como uma
resposta imunologica insatisfatoria a outras vacinas administradas mais tarde na vida das aves
e mostrou que a imunossupressdo pode ocorrer na auséncia de atrofia de érgéos linféides ou
tumores (Faiz et al., 2016).

A tendéncia evolutiva do MDV para uma maior viruléncia com surtos repetidos nos
ultimos anos tem sido uma grande preocupacdo para a inddstria avicola mundial,
principalmente na Africa Ocidental, Europa Oriental, Asia Oriental e América do Sul, pois
esta comprometendo a protecdo conferida pelas vacinas atualmente disponiveis (Dunn &

Gimeno, 2013). Estudos recentes demonstraram que em regides onde as cepas de vv+ MDVs
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foram isolados no final dos anos 90, vw+ MDVs ainda permanecem prevalentes na area
quando ocorrem surtos de MD (Dunn et al., 2016).

Os surtos de MD em lotes de aves vacinadas onde foram isolados os patotipos vv
MDVs e vw+ MDVs tém ocorrido em mais de 14 paises de diferentes continentes no periodo
de 1990 a 2017: Na América: Coldmbia (LOpez-Osorio et al. 2017), Argentina (Buscaglia et
al., 2004; Buscaglia, 2013) e Estados Unidos (Witter, 1997; Reddy et al., 2002; Spatz & Silva,
2007). Na Europa: Hungria e Poldnia (Wdzniakowski et al., 2010; Wdzniakowski et al.,
2011). Na Asia: China (Zhang & Cui, 2005; Zhang et al., 2011; Teng et al., 2011; Yu et al.,
2013; Gong et al., 2013; Zhuang et al., 2015; Cui et al., 2016), Taiwan (Lin e Chen, 1996),
Arébia Saudita (Mohamed et al., 2016), Iraque (Wajid et al., 2013) e india (Raja et al., 2009;
Tian et al., 2011; Arulmozhi et al., 2012; Gopal et al., 2012; Suresch et al., 2013; Suresch et
al., 2015, Suresch et al., 2017). Na Africa: Egito (Hassanin et al., 2013), Etidpia (Lobago et
al., 2004) e Nigéria (Okonkwo, 2015). Na Oceania: Australia (Renz et al., 2012).

No Brasil, a MD tem sido evidenciada principalmente, nos sistemas de produgéo de
matrizes pesadas e poedeiras comerciais. A doenca tem sido amplamente estudada por
pesquisadores no mundo todo, no entanto, os relatos dos surtos e as pesquisas das principais

causas apresentam-se escassas no Brasil (Back, 2004; Torres et al., 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Contribuir para o aumento do conhecimento sobre as infec¢bes causadas pelo virus da

doenga de Marek (GaHV-2).

3.2. Objetivos especificos

1. Relatar a ocorréncia da doenca de Marek em poedeiras comerciais vacinadas.

2. Auvaliar os aspectos epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e moleculares durante a

ocorréncia de um surto em poedeiras comerciais vacinadas.

3. Realizar uma andlise metagendmica do microbioma de 6rgaos de poedeiras comercias

saudaveis e afetadas pela MD.
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Um surto da doenca de Marek em poedeiras comerciais vacinadas, no sul do Brasil

RESUMO

A doenca de Marek (MD) é uma enfermidade linfoproliferativa, causada pelo virus da doenca
de Marek (MDV), formalmente Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2). O controle da MD ¢
baseado em selecdo de animais geneticamente resistentes, medidas de biosseguridade e
vacinacdo. No Brasil, surtos da MD tém ocorrido em poedeiras comerciais e matrizes pesadas
vacinadas. O presente estudo relata os achados epidemiolodgicos, clinicos, patoldgicos e
moleculares em um surto esporadico de MD em poedeiras comerciais vacinadas com as cepas
Rispens/CV1988 e HVT/FC-126, ocorrido em uma granja no sul do Brasil. Em um lote de
22.323 poedeiras, com 38 semanas de idade, 35 aves apresentaram sinais de
comprometimento neuroldgico, mortalidade e queda na producdo de ovos. Uma primeira
deteccdo do genoma de GaHV-2 e Rispens/CV1988 foi realizada por PCR e, posteriormente,
uma gPCR para amplificacdo do GaHV-2 e HVT/FC-126. Foram observadas uma prevaléncia
de 1,72%, mortalidade de 0,33%/semana e acumulada de 9%, reducéo na producéo de ovos de
2,24%/semana e 0,44% do total. Os sinais clinicos neuroldgicos foram a paralisia unilateral e
completa das patas, com a consequente dificuldade locomotora, e outros, como depressao,
letargia e diarreia. As lesbes macroscopicas foram o espessamento no nervo ciatico e tumores
nodulares e difusos nos oOrgdos, e os achados histopatologicos incluiram os linfocitos
pleomorficos entre as fibras nervosas do nervo ciatico e em o6rgdos. Foi amplificado um
fragmento (566 pb) do genoma de uma cepa virulenta de GaHV-2 em 4 de 10 pools de 6rgéos
(figado, bago, ovario, rins e pele) (40%), e negativo para a cepa vacinal Rispens/CV1988. A
gPCR, HVT/FC126 foi detectada em 6 de 10 pools de 6rgaos (60%), sendo 2 pools nas aves
afetadas pela MD e 4 pools nas aves saudaveis. Os genomas de GaHV-2 foram detectados em
maior nimero (18/19; 94,74%) e com cargas Vvirais mais altas (108*° cdpias) nas aves afetadas
pela MD, do que nas aves saudaveis (1/16; 6,25%; 10°8 copias). O surto esporadico foi
caracterizado como MD tardia em poedeiras comerciais adultas, na epidemiologia pela
ocorréncia as 38 semanas de idade, e classificado como sindrome neoplésica induzida pelo
MDV. A PCR e gPCR revelou que o GaHV-2 patogénico esta circulante, e impde perdas
econbmicas aos produtores e a industria de ovos, no sul do Brasil, sendo que a ocorréncia da
MD sugere estar associada as falhas de biosseguridade e vacinacéo.

Palavras-chave: Gallid herpesvirus 2, satde das aves, vacinagao.



A sporadic outbreak of Marek's disease in vaccinated commercial layers in southern

Brazil.

ABSTRACT

Marek's disease (MD) is a lymphoproliferative disease, caused by Marek's disease virus
(MDV), formally Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2). MD control is based on selection of
genetically resistant animals, biosecurity measures and vaccination. In Brazil, outbreaks of
MD have occurred in vaccinated commercial layers and broiler breeders. The present study
reports epidemiological, clinical, pathological and molecular findings in a sporadic outbreak
of DM in commercial layers vaccinated with Rispens/CVI988 and HVT/FC-126 strains,
which occurred on a farm in southern Brazil. In a flock of 22,323 layers, at 38 weeks of age,
35 birds showed signs of neurological impairment, mortality and decreased egg production. A
first detection of the GaHV-2 and Rispens/CV1988 genomes was performed by PCR and
subsequently a gPCR for amplification of GaHV-2 and HVT/FC-126. A prevalence of 1.72%,
mortality of 0.33%/week and accumulated mortality of 9%, reduction in egg production of
2.24%/week and 0.44% of the total were observed. The neurological clinical signs were
unilateral and complete paralysis of the legs, with consequent locomotor difficulty, and
others, such as depression, lethargy and diarrhea. The macroscopic lesions were enlargement
of the sciatic nerve and nodular and diffuse tumors in the organs and histopathological
findings included pleomorphic lymphocytes between the nerve fibers of the sciatic nerve and
in organs. A fragment (566 bp) of the genome of a virulent GaHV-2 strain was amplified in 4
of 10 organ pools (liver, spleen, ovary, kidneys and skin) (40%), and negative for the
Rispens/CV1988 vaccine strain. At gPCR, HVT/FC126 was detected in 6 of 10 organ pools
(60%), with 2 pools in birds affected by MD and 4 in healthy birds. GaHV-2 genomes were
detected in higher numbers (18/19; 94.74%) and with higher viral loads (10%*° copies) in MD
affected birds than in healthy birds (1/16; 6.25%; 10°® copies). The sporadic outbreak was
characterized as late MD in adult commercial layers, in epidemiology by occurrence at 38
weeks of age, and classified as MDV-induced neoplastic syndrome. PCR and gqPCR revealed
that pathogenic GaHV-2 is circulating, and imposes economic losses on producers and the
egg industry in southern Brazil, and the occurrence of MD suggests being associated with
biosecurity and vaccination failures.

Keywords: Marek's disease, biosecurity, Gallid aplhaherpesvirus 2, vaccination.



INTRODUCAO

A doenca de Marek (Marek'’s disease, MD) é uma enfermidade linfoproliferativa que
acomete principalmente galinhas (Gallus gallus) e menos comumente perus (Meleagris
gallopavo) e outros Galliformes, sendo uma das principais doencas que afetam aves em todo o
mundo e que impde perdas na producdo de carne de frangos e ovos, estimadas em 1 a 2
bilhGes de dolares anualmente (Morrow & Fehler, 2004; Nair, 2018). Jozsef Marek, na
Hungria, descreveu a doenca pela primeira vez em 1907 (Marek, 1907), tendo na ocasido
descrito a forma neuroldgica cléssica, caracterizada por uma polineurite. No entanto, o virus
somente viria a ser isolado pela primeira vez em 1968 (Churchill, 1968). A doenca é causada
pelo Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), conhecido como virus da doenca de Marek
(Marek’s disease virus, MDV), membro da ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Mardivirus (Baigent et al., 2016; ICTV, 2019). O
GaHV-2, além de induzir imunossupressdo, induz sindromes como as sindromes nao
neoplasicas e as sindromes neoplasicas (Gimeno & Pandiri, 2013).

Os estudos indicam que o virus é ubiquo (Dunn & Gimeno, 2013; Mete et al., 2016;
Nair, 2018), entretanto, dados de vigilancia epidemiol6gica demonstram que o virus ndo esta
presente em todas as granjas de producdo comercial (Groves et al., 2008, Kennedy et al.,
2017; Kennedy et al., 2018). O status da prevaléncia global da MD e estimativas das perdas
econbmicas anuais sdo dificeis de serem determinados (Dunn & Gimeno, 2013, Kennedy et
al., 2018), por ser uma enfermidade em que a notificacdo ndo é compulséria (Boodhoo et al.,
2016; OIE, 2017).

O género Mardivirus inclui seis espécies, destas, trés foram isoladas em aves
domeésticas e classificadas com base em suas caracteristicas gendmicas: o Gallid
alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), o Gallid alphaherpesvirus 3 (GaHV-3) e o Meleagrid
alphaherpesvirus 1 (MeHV-1) ou herpesvirus de perus (turkey herpesvirus; HVT), além
destas, ainda s@o descritas as espécies que acometem aves aquaticas (Anatid alphaherpesvirus
1; AnHV-1), pombos (Columbid alphaherpesvirus 1; CoHV-1) e pinguins (Spheniscid
alphaherpesvirus 1; SpAHV1) (Guo et al., 2017; Niemeyer et al., 2017; ICTV, 2019). A
especie GaHV-2 é a Unica patogénica ou oncogénica que acomete galinhas (Baigent et al.,
2016). As cepas de GaHV-2 sdo classificadas em quatro patotipos, de acordo com seu
potencial de inducdo de sinais clinicos neurologicos, lesbes linfoproliferativas e linfomas
(Witter et al., 2005): amostras de baixa (mild, m MDV; cepa CU-2), alta (virulent, v MDV;
cepas HPRS-16, JM, GA), muito alta (very virulent; vvw MDV; cepas RB-1B, Md5, Md11) e
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altissima viruléncia (very virulent +, vw+ MDV; cepas RK-1, 584A, 648A) (Witter et al.,
2005).

A patogenia da MD ¢é reconhecida em quatro fases da infeccdo, que contribuem para a
persisténcia viral e patogénese no hospedeiro: a citolitica inicial ou primaria (2-7 dias p0s-
infeccdo (dpi)), a latente (7 a 10 dpi em diante), a citolitica tardia ou secundaria (14 a 18 dpi
em diante) e a proliferativa ou de transformacéao (21 a 28 dpi em diante) (Adldinger & Calnek,
1973; Calnek, 2001; McPherson & Delany, 2016). As células descamadas do epitélio dos
foliculos das penas, que se combinam com as penas, fezes, substrato da cama e a poeira
ambiental, sdo as principais fontes de infeccdo, persistindo nos intervalos entre diferentes
lotes (Rozins & Day, 2017) e em periodos entre 20 a 425 dias (Kennedy et al., 2018). A
principal forma de transmisséo é a horizontal (Boodhoo et al., 2016).

Os critérios para auxiliar no diagnostico da MD e no diferencial a outras neoplasias,
envolvem a epidemiologia como a idade das aves, os sinais clinicos neurolégicos, as lesdes
macroscopicas nos nervos periféricos, a histopatologia, o isolamento viral, a
imunohistoquimica e as técnicas moleculares (Mete et al., 2016). No diagnostico diferencial a
MD, outras doencas neoplasicas devem ser consideradas, como as causadas pelo virus da
Leucose Aviaria (Avian Leukosis Virus; ALV) e pelo virus da Reticuloendoteliose
(Reticuloendotheliosis virus; REV) (Gimeno & Pandiri, 2013).

O diagnostico molecular é atualmente o método de eleicdo para o diagndéstico definitivo
da MD, realizado através da reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction;
PCR) e/ou da PCR quantitativa em tempo real (quantitative real-time PCR; gPCR) (Gimeno
et al., 2005; Gimeno, et.al, 2013). A PCR baseada na sequéncia repetitiva de nucleotideos de
132 pb, permite diferenciar o GaHV-2 das espécies ndo oncogénicas GaHV-3 e MeHV-1,
bem como, das cepas atenuadas de campo e vacinal Rispens/CV1988 (Becker et al., 1992;
Silva, 1992). A gPCR foi apresentada como uma nova abordagem no diagndéstico da MD,
devido ao aumento na sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez (Islam et al., 2004; Gimeno et
al., 2005; Baigent et al., 2005; Baigent et al., 2016).

A prevencdo e controle da MD é baseada em trés critérios: biosseguridade, selecdo para
resisténcia genética e vacinacdo (Gimeno & Pandiri, 2013). A vacinagdo foi introduzida no
inicio dos anos 70 (Churchill et al., 1969; Okazaki et al, 1970; Nair, 2018). As vacinas contém
0 virus viavel, replicativas, e consistem nas cepas das espécies MeHV-1 ou HVT (cepa
HVT/FC-126) (Witter et al., 1987; Okazaki et al, 1970) e do GaHV-3 (cepa SB1) (Schat &
Calnek, 1978) que sdo naturalmente apatogénicas em galinhas, enquanto a cepa do GaHV-2
(cepa Rispens/CV1988) (Rispens et al, 1972) é naturalmente atenuada (Reddy et al, 2016). A
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vacinacao foi iniciada com a cepa HVT/FC-126 (ano de 1970), seguida, por HVT/FC-126 e
SB-1 (apartir 1980) e Rispens/CV1988 (década de 1990), usada sozinha e ou combinada, que
se tornou o “padrdo-ouro” da vacina no mundo pela eficidcia no controle das cepas mais
virulentas (vv e vv+ MDV) (Gimeno, 2008, Dunn & Gimeno, 2013).

No Brasil, a vacinagdo contra a MD € obrigatdria para todas as galinhas e frangos
industriais (BRASIL, 2006). As empresas tém implementando um programa de vacinacao
intensivo nos incubatdrios contra a MD, onde a vacinacdo € realizada em aves de 1 dia de
idade via subcutanea ou com 18 a 19 dias de incubacdo via in ovo. No sistema de producéo de
frangos de corte é utilizada a cepa HVT/FC-126 e nos sistemas de producdo de aves de ciclo
longo (avos, matrizes leves e pesadas, poedeiras comerciais) utiliza-se a combinacdo das
cepas Rispens/CV1988 e HVT/FC-126 (Canal & Barbosa, 2009). Mesmo assim, lotes ainda
sucumbem a infeccdo e ha a ocorréncia de surtos esporadicos em aves de vida livre (Abreu et
al., 2016) e nas cadeias de producéo industrial de poedeiras comerciais e matrizes pesadas
(Back, 2004; Sousa, 2010), sendo que as possiveis causas destes surtos, que influenciam na
eficacia das vacinas, estdo relacionadas as falhas nas medidas de biosseguridade (Schatt &
Nair, 2008), vacinacdo (Gimeno et al., 2011) e na evolugdo das cepas de MDV superando a
imunidade das vacinas combinadas Rispens CV1/988 e HVT/FC-126 (Witter, 2011; Gimeno
& Schatt, 2018, Puro et. al., 2018). Entretanto, no Brasil, ha escassas publicacdes referentes
ao diagnostico, frequéncias dos casos e a deteccdo das cepas de campo envolvidas nos surtos
(Torres et al., 2019). Baseado nestes fatos, o objetivo desse estudo € relatar os achados
epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e moleculares em um surto esporadico da MD em um

lote de poedeiras comerciais vacinadas, no sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Historico epidemioldgico e clinico

Em setembro de 2015 ocorreu em uma granja localizada na regido sul do Brasil (29° 11’
48" S, 51° 19’ 23" O), um surto sugestivo da MD em poedeiras comerciais previamente
vacinadas contra a MD (cepas vacinais combinadas Rispens/CV1988 e HVT/FC-126). A
granja possuia uma populacdo de aproximadamente 200.000 poedeiras comerciais, com um
sistema de producdo em nucleos de aves com mdltiplas idades (aves de 1 a 90 semanas de
idade).
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O sistema de producdo era dividido em duas fases: crescimento e produgdo. As aves
eram adquiridas com um dia de idade de uma empresa de genética. A fase de crescimento é
subdividida em cria, do alojamento de aves de 1 dia até 4 semanas de idade, com a criacdo em
aviario com piso de chdo batido utilizando maravalha como substrato para a cama, e esta,
sendo reutilizada por sucessivos lotes; e a recria em aviarios com o sistema de baterias de
gaiolas (5-15 semanas de idade). Na fase de producdo a criagdo é em aviarios com os sistemas
de baterias de gaiolas (16-90 semanas de idade).

O lote afetado era formado por 22.323 poedeiras. As 38 semanas de idade, 35 aves
(0,16%, 35/22323), apresentaram sinais clinicos neuroldgicos e consequente dificuldade
locomotora, mortalidade e queda na producdo de ovos. Os sinais clinicos neuroldgicos como
paralisia total ou unilateral das patas associado ao aumento na taxa de mortalidade de 0,16%
por semana e a queda na producéo de ovos de 2,24% por semana, foram as evidéncias iniciais
para atribuir ao envolvimento com a MD.

Em um lote anterior, no ano de 2014, onde as aves foram alojadas no mesmo aviario e
sem a pratica de realizar a limpeza e desinfec¢do das instalacfes nos intervalos entre os lotes,
foram relatados mortalidade e sinais clinicos sugestivos da MD, mas sem a investigacdo e
diagndstico comprovado.

As aves foram vacinadas para a prevencdo da MD com as cepas vacinais
Rispens/CV1988 e HVT/FC-126. Ambas as cepas com titulos minimos de 1500 PFUs/dose
(unidades formadoras de placa). A vacinacdo foi realizada no incubatorio da empresa de
genética, com as aves possuindo 1 dia de idade e a aplicacdo sendo via subcutanea na regido
do pescogo. O acompanhamento do processo de aplicacdo da vacina foi realizado in loco,
como atividade de rotina do incubatério, mas nenhuma monitoria utilizando técnicas
soroldgicas e ou moleculares foi realizada apds o processo de vacinacdo para verificar a

eficacia da vacina.

Necrdpsias, analise das patologias e amostras biologicas

Os procedimentos foram realizados em conformidade com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e o projeto aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil - No.
35326. A necropsia, 0os exames patoldgicos e a coleta das amostras bioldgicas foram
realizadas na propria granja, logo apds a contencdo fisica manual das aves para a realizacdo

da eutanasia por deslocamento cervical.
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Primeiramente, para a coleta de amostras para a analise histopatoldgica, foram
necropsiadas cinco aves com sinais clinicos neuroldgios compativeis com a MD. Apoés a
analise das patologias, principalmente os tumores em figado, rins e intestino, as amostras
foram coletadas de diferentes tecidos: encéfalo, nervo ciatico, rins, pancreas, ovario, oviduto e
figado; e armazenadas em frascos com formalina tamponada a 10%.

Para a detecgdo de acidos nucléicos virais, foi realizada uma amostragem do lote para
determinar o niUmero de animais a serem necropsiados, seguindo a formula n = log (1-LC) /
log (1-p), onde n = ndmero de amostras, p: prevaléncia estimada, LC: limite de confianca
(Digiacomo & Koepsell, 1986), considerando uma prevaléncia esperada da enfermidade em
25% das aves (Schat & Nair, 2008) e limite de confianca de 95%. Aplicando-se a formula,
foram considerados uma amostragem de dez aves do lote, sendo coletadas amostras de cincos
aves com os sinais clinicos e tumores compativeis com a MD e cinco aves saudaveis do
mesmo lote. As amostras foram coletadas dos tecidos de Orgdos com alteracdes
anatomopatoldgicas e ou tumores: a pele com o foliculo da pena, figado, baco, rins e ovario; e

armazenadas a — 80°C até o processamento.

Histopatologia

Os fragmentos dos tecidos (2 cm dos tecidos lesados e normal adjacentes) foram fixados
por 48 horas em formalina tamponada a 10% e processados para analises histoldgicas
(Prophet et al., 1992). Fragmentos de tecidos foram incluidos em blocos de parafina, cortados
a 3um e coradas com hematoxilina e eosina (HE) (Allen, 1992). Em seguida, foram
hidratados em uma série de concentracfes decrescentes de alcool, coradas com HE e

examinadas por microscopia éptica.

Preparo das amostras e extracdo do DNA para PCR e qPCR

As amostras coletadas de dez aves foram processadas em oOrgdos individualizados e
pools de o6rgdos (figado, bago, ovario, rins e pele/foliculo da pena), conforme o objetivo e a
técnica a ser realizada. Foram gerados 10 pools de 0rgéos, para a deteccdo dos agentes por
PCR e suas variagdes (GaHV-2, ALV e REV) e gPCR para a cepa vacinal HVT/FC-126. Para
a deteccdo e quantificagdo da carga viral do GaHV-2 por gPCR, as amostras foram
processadas em oOrgdos individualizados, totalizando 35 amostras, divididos em dois grupos:

aves afetadas pela MD (19 amostras) e aves saudaveis (16 amostras).
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A extracdo do DNA total das amostras coletadas foi realizada por um procedimento
padréo baseado em silica/isotiocianato de guanidina (GUSCN) previamente descrito por Boom
et al. (1990), utilizando um kit comercial (NewGene®; Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha,
RS, Brasil). Para tanto, fragmentos de 6rgdos, isolados ou em pools (figado, baco, ovario, rim
e pele/foliculo da pena) foram macerados, homogeneizados com 1000 pL de solucdo de lise
(GUuSCN 5 M, Tris-HCI 0,1 M, EDTA 0,5 M and Triton X-100) e incubados a 56 ° durante 10
min. Logo apos, 500 pL foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e adicionados 20
pL de suspensdo de silica. Apds centrifugacao (8600 g por 30 segundos) o sobrenadante foi
lavado duas vezes com 500 pL de solucdo tampdo (GUSCN 5 M e Tris-HCI 0,1 M), duas
vezes com 150 pL de etanol 75% e finalmente, uma vez com 150 pL de etanol absoluto. A
suspensdo de silica foi seca a 56°- 60° C por 15 min. O DNA foi eluido com 50 pL de solucéo
de TE (10 mM Tris HCI pH 8,0 e 1ImM EDTA), incubado a 60° C por 5 min e a solu¢éo foi
separada das particulas de silica por centrifugacdo a 8600 x g por 3 min. Uma fracdo de cada
amostra (5 pul) foi submetida a eletroforese em gel de agarose para avaliar a eficiéncia da
extracdo. Apenas amostras com pelo menos 10 ng de DNA / 5 pl foram submetidas a
amplificacdo. O DNA foi estocado a -20°C até ser utilizado nas reac6es de amplificacdo pela
PCR e gPCR.

Amplificacido do GaHV-2 por PCR

Os primers, especificos para o0 GaHV-2 (Tabela 1) e as condi¢cdes da PCR, com
algumas variagdes, foram realizadas conforme descrito por Becker et al. (1992). A PCR
continha 1,5 mM MgCl»; 1,2mM 10 x PCR 5pM de cada primer, 1,5 U Taq DNA polimerase,
0,07 mM dNTP, 1 mM Tris-HCI (pH 8,5), 50 mM KCI, 2ul do DNA da amostra e agua Milli-
Q esterilizada para completar um total volume de 30ul por reacdo. As reagdes foram
realizadas sob as seguintes condi¢6es: 1 min a 94°C, sequido por 35 ciclos de 1,5 min a 94°C,
Imin a 55°C e 2 min a 72°C. Cinco pul do DNA amplificado foram analisados em gel de
agarose a 1%. Controles negativos foram incluidos em cada trés reacBes de PCR e um
controle positivo (cepa vacinal Rispens/CV1988) em cada conjunto de reagOes realizadas.
Para evitar a contaminacéo, diferentes locais foram usados para conduzir as extracdes de
DNA, preparacdo dos reagentes e analises dos resultados. A PCR para a detec¢do do genoma
de GaHV-2 foi desenvolvida para detectar e diferenciar cepas patogénicas do GaHV-2 das
cepas atenuadas (cepas de campo ndo patogénicas e cepa vacinal Rispens/CV1988) (Becker et
al., 1992, Silva, 1992). Os produtos da amplificacdo da PCR do fragmento BamHI-H (Bradley
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et al.,1989) de sequéncias repetitivas de nucleotideos de 132 pb, repeticdes estas associadas
com a atenuacdo viral e perda de oncogenicidade, foram utilizadas para auxiliar a
diferenciacédo das cepas (Lopez-Osorio et al., 2017). O primer senso (primer sense — Forward,
F) esta localizado a 65 pb a montante 5’ das repeticdes de 132 pb, e o primer anti-senso
(primer anti-sense — Reverse, R) esta localizado a 105 pb a jusante 3’ da regido. O fragmento
genébmico BamHI-H de sequéncia repetitiva de 132 pb do GaHV-2 é comum as cepas de
campo e a vacinal Rispens/CV1988, e o que diferencia as cepas sdo as repeticdes da banda de
132 pb (Becker et al., 1992). Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% a 150 V por 4 horas e os géis foram revelados por coloracdo com nitrato
de prata (Sambrook & Russel, 2001).

A gPCR para GaHV-2 e HVT/FC-126

A gPCR foi realizada para a quantificagdo absoluta das copias do genoma viral,
previamente descrita por Islam et al. (2006). Os primers e as sondas especificos de GaHV-2 e
HVT/FC-126 utilizadas na qPCR foram reportados por Islam et al. (2004) e o controle interno
que detecta o gene para o colageno a2 (VI) de galinha por Koller et al. (1991) (Tabela 1).

Para a deteccdo de genomas da cepa vacinal HVT/FC126, os primers e sondas foram
projetados para amplificar o gene SORF1 (Kingham et al., 2001). Este gene esta presente
apenas no MeHV-1 (Afonso et. al. 2001). Neste estudo foi utilizado somente a deteccao
qualitativa do MeHV-1 para identificar a presenca da cepa vacinal HVT/FC 126 nas amostras,
como forma de monitoria de uma das cepas utilizadas no programa vacinal das poedeiras
comerciais.

Para a deteccdo e quantificacdo do GaHV-2, os primers e sondas foram projetados para
amplificar o gene Meqg (Kung et al., 2001). Este gene é ausente no GaHV-3 e MeHV-1,
identificado como um excelente candidato para deteccdo especifica de GaHV-2 usando a
gPCR (Islam et al., 2004). O controle interno foi utilizado para possibilitar a quantificacdo
absoluta do GaHV-2 em relagdo ao numero de células do hospedeiro (logio copias/milhdo de
células de galinha). Como controles positivos, foram utilizadas amostras de DNA de bago de
frangos positivos para GaHV-2 e a cepa vacinal HVT/FC-126, e como controle interno foi
utilizado o DNA extraido de sangue de galinha (Boom et al., 1990). Todas as reacOes de
amplificagdo foram realizadas em um StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Norwalk, CT) utilizando um volume final de 30uL, contendo 15uL TagMan
Universal PCR Master Mix, 0,25uM de cada primer, 0,12 uM de cada sonda correspondente ¢
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SuL da amostra de DNA. Os parametros dos ciclos utilizados foram: 1 ciclo de 37 °C for 30
min, seguido de 40 ciclos com desnaturacdo a 95°C por 15 s e anelamento/extensdo a 60°C
for 1 min. Os dados das reacdes foram analisados quantitativamente, utilizando-se o StepOne
Software v2.3 (Applied Biosystems).

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados na PCR (Becker et al.,1992) e dos primers e
sondas utilizados na qPCR (Islam et al., 2004; Islam et al., 2006).

Alvo: Gene/Virus Ensaio Sequéncias de primers e sondas Amplicon
Fragmento BamHiI-H F primer: 5° - TACTTCCTATATAGATTGAGACGT - 3’
PCR 434 pb
de GaHV-2 R primer: 5- GAGATCCTCGTAAGGTGTAATATA - 3’ P

F primer: 5’-GGAGCCGGAGAGGCTTTATG- 3°
Gene Meq / GaHV-2 gPCR 67 pb
R primer: 5’-ATCTGGCCCGAATACAAGGAA- 3’

Sonda: 5’-(FAM)CGTCTTACCGAGGATCCCGAACAGG

(BHQ-1)- 3’
F primer: 5° -GGCAGACACCGCGTTGTAT- 3’
Gene SORF1/HVT 4PCR R primer: 5>-TGTCCACGCTCGAGACTATCC- 3’ 76 pb
(MeHV-1) Sonda: 5’-(CY5) AACCCGGGCTTGTGGACGTCTTC
(BHQ-3)- 3’
F: 5’- GGGAACTGGAGAACCCAATTTT - 3’
Gene 02 (V1) R: 5’- CGTGCCGCTGTCTCTACCAT - 3’
gPCR 75 pb
colageno de Sonda: 5- (VIC)

galinha CCCTTAACTGAGTTCCCCAGCTACTGCAG (MGB) -3°

Diagnostico diferencial - ALV e REV

Para o diagnostico da ALV, foi realizada a amplificacdo por Nested-PCR conforme
descrito por Garcia et al. (2003), que visa a amplificacdo de ALVs exdgenos. A reacdo foi
realizada em duas etapas consecutivas no termociclador Veriti® 96 Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, Norwalk, CT, USA). Para a detecgdo do genoma do REV, a PCR amplifica
grandes sequéncias repetitivas dos nucleotideos (large terminal repeat — LTR) de REV. O
ensaio foi realizado a partir do DNA extraido diretamente das amostras clinicas, conforme
descrito previamente por Aly et al. (1993). A amplificacdo foi realizada no termociclador
Veriti® 96 Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Norwalk, CT, USA).
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RESULTADOS

Achados epidemiolodgicos, clinicos e patoldgicos

Os achados epidemiolégicos revelaram que, em relagdo a idade das aves, a MD
ocorreu em aves mais velhas, as 38 semanas de idade, ap6s o pico de produgdo de ovos
(93,65% as 35 semanas de idade), e persistiu até as 48 semanas de idade, totalizando 11
semanas de incidéncia da enfermidade (Figura 1). A prevaléncia no periodo foi de 1,72%
(385/22323). A mortalidade foi moderada, com média de 0,33% (74/22323) por semana e
acumulada de 9% as 90 semanas de idade. A reducdo na producdo de ovos semanal foi de
2,24% (3.500 ovos/semana), com perda de 0,44% da producdo total de ovos
(38.500/8.727.497) em 90 semanas.

Poedeiras Comerciais - Produgéo de Ovos (%) e Mortalidade (%)

Padréao esperado da granja X Real do lote com sinais clinicos da doenca de Marek
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Figura 1. Producdo de ovos (%) e mortalidade (%) por idade (semanas). Curva padrdo esperada do lote (histérico

da empresa) e real do lote de 22.323 poedeiras comerciais acometidas pela doenca de Marek.

Os achados clinicos revelaram um comprometimento neuroldgico nas aves, como a
paralisia unilateral e completa das patas (Figura 1a) e consequente dificuldade locomotora,
assim como, outros sinais ndo especificos como a perda de peso, depressao, letargia, palidez e
diarreia. O curso clinico da doenca foi de 24 a 48 horas.

Os achados patoldgicos, na necropsia, evidenciaram as lesdes macroscopicas nos nervos
periféricos, com o espessamento unilateral do nervo ciatico e a formagdo de tumores
nodulares e difusos em diversos orgdos. As lesdes macroscopicas foram evidenciadas em

aproximadamente 1,72% (385/23460) das aves do lote. Os nodulos neoplasicos foram
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observados especialmente no figado (Figura 2b) e nos rins (figura 2c), e no intestino e nos
ovarios. Outras alteracdes patoldgicas como aerossaculite, salpingite, ovarios péalidos e
esplenomegalia, foram identificadas. A histopatologia foram observadas as disfuncdes nos
nervos periféricos, nos tecidos e 6rgdos, como rins, encéfalo, ovarios e oviduto. O nervo
ciatico apresentou uma intensa quantidade de linfocitos pleomdrficos entre as fibras nervosas
(Figura 2d). No encéfalo detectou-se moderada a acentuada formagdo de manguitos
perivasculares em éareas multifocais compostos por diversas camadas de linfocitos
neoplasicos. Nos rins e pancreas foram observadas intensas quantidades de linfocitos
pleomdrficos por toda a extensdo do parénquima. Nos ovarios, uma severa quantidade de
células linfociticas pleomorficas no estroma associado a atrofia e auséncia de foliculos. No
oviduto, uma intensa quantidade de linfocitos pleomorficos em areas multifocais. Os achados
epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos foram compativeis com a MD no lote de 22.323

poedeiras comerciais vacinadas.

Figura 2: Sinais clinicos neurolégicos, lesdes macroscopicas e lesdes microscopicas compativeis com a doenca
de Marek em poedeiras comerciais com 38 semanas de idade. a: paralisia completa das patas. b: nddulos
neoplasicos no figado com distribuigdo multifocal. c: nédulos neoplésicos nos rins. d: nervo ciatico com

linfocitos pleomérficos entre as fibras nervosas (HE 40x).
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Detecgdo de GaHV-2 por PCR

A PCR BamH1-H de sequéncias repetitivas de nucleotideos da banda de 132 pb
resultou na deteccdo de 4 amostras (4/10, 40%), sendo estas, das aves com sinais clinicos e
presenca de tumores (Tabela 2). A PCR amplificou um produto de 566 pb, trés sequéncias
repetitivas de nucleotideos de 132 pb, que esta associado a cepa patogénica de GaHV-2. Nao

foi detectada a cepa vacinal Rispens/CV1988 nas amostras.

Detecc¢do qualitativa do HVT e a quantificacdo de GaHV-2 pela gPCR

A amplificacdo de um segmento do gene SORF1 confirmou a deteccdo da cepa vacinal
HVT/FC126 em 6 de 10 amostras (60%), com um Ct médio de 35,58. Nas aves afetadas pela
MD em 2 de 5 amostras, com Ct medio de 37,50 e nas aves saudaveis em 4 de 5 amostras,
com Ct médio de 34,47.

A amplificacdo de um segmento do gene Meq, responsavel pela oncogenicidade,
confirmou a presenca do GaHV-2 patogénico detectado na PCR. Um total de 54,29% (19/35)
das amostras de 6rgdos foram positivas para GaHV-2 por qPCR, com uma média de 10>
copias/milhdo células (minimo 10%8 e maximo de 10" copias). Nas aves afetadas pela MD
um total de 94,74% (18/19) das amostras foram positivas para GaHV-2, com uma média de
10519 copias (minimo 10%%® e maximo de 10" copias). Nas aves saudaveis, 1 das 16
amostras (6,25%) foram positivas para GaHV-2, com uma carga viral de 10%2 copias (Tabela
2).
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Tabela 2 — Os resultados da PCR convencional (GaHV-2) e da PCR em tempo real (GaHV-2

e cepa vacinal HVT/FC-126).

. o Monitoria Detec¢do GaHV-2 e monitoria
Deteccéo e quantificacéo . .
ioti vacina vacina
Objetivos/Alvo GaHV-2 _
HVT/FC-126 Rispens/CV1988
Técnicas gPCR gPCR (Ct) PCR
Ave  Status = N° Tecido GaHV-2 HVT/FC-126 GaHV-2
1 Baco -
1 Saudavel - -
audave 2 Figado -
3 Bago -
2 Saudavel 4 Figado - 36,91 -
5 QOvdrio -
6 Baco -
3 Saudavel 7 Figado - 33,53 )
8 Ovério -
9 Rins -
10 Bago 1008
4 Saudavel 11 Figado . 32,33 -
12 Ovério -
13 Bago -
4 14 Figado -
5 Saudével 3571 )
15 Ovério -
16 Rins -
17 Bago 10%4
18 Figado 10"3
6 Doente 19 Ovério 107° - +
20 Pele/pena 102
21 Rins 1070
22 Bago 1073
1 7.4
l Doente 23 Figado 10 37,23 +
24 Ovério 1077
25 Figado 103!
8 Doente 26 Ovario - 37,78 -
27 Rins 1027
28 Bago 1054
29 Figado 10%5
9  Doente 39 ovario 1059 - +
31 Pele/pena 1082
32 Rins 1070
33 Figado 1070
10 P®M™ 3 ovario 107 - ¥
35 Pele/pena 1087
Médias 10226 35,58
Controles + 1088 29,96

gPCR GaHV-2 — amostras individuais; q°PCR HVT/FC-126 / PCR GaHV-2 / Nested PCR ALV / PCR REV -
amostras em pools. gPCR GaHV-2 - log10c6pias/milhdo células; gPCR HVT/FC-126 - Cycle threshold (Ct); -

negativo; + positivo.
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Os genomas de GaHV-2 foram detectados em maior e com cargas virais mais altas nas
aves afetadas pela MD do que nas aves saudaveis do mesmo lote, com média de 105%°
copias/milhdo células e variagdo entre os tecidos de 10%% e 10" copias/milhdo células
(Figura 2a). O baco das aves afetadas pela MD foi o érgdo com maior carga viral (média de
10537 copias/milhdo células), sequido por figado (10%% copias/milhdo células) e ovario (10%82
copias/milhdo células) (Figura 2b).
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Figura 3. Quantificagdo da carga viral por gPCR nos diferentes tecidos. a) Comparacdo da carga viral de GaHV -
2 (log10 copias/milhdo células galinha) nos diferentes tecidos de aves afetadas pela MD e saudaveis b) Carga
viral de GaHV-2 (log10 cépias/milhdo células galinha) nos diferentes tecidos das poedeiras comerciais afetas
pela MD.

No diagndstico diferencial, todas as aves foram negativas para o virus da Leucose
Aviaria (ALV) e para o virus da Reticuloendoteliose (REV), sendo descartada a hipdtese do

envolvimento de outras enfermidades oncogénicas.

DISCUSSAO

O diagndstico do surto esporadico da MD em poedeiras comerciais vacinadas foi
baseado nos achados epidemioldgicos, clinicos, patologicos e moleculares. Os resultados dos
critérios de diagndstico utilizados foram compativeis com o descrito na literatura para a
confirmagdo da MD (Witter & Schat, 2003; Nair, 2005; Islam et al., 2006; Gimeno, et.al,
2013; Gimeno & Schat, 2018).
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Em poedeiras adultas na fase de produgéo de ovos, a MD pode ocorrer antes do pico de
producdo de ovos (18-30 semanas de idade) (Zhuang et al., 2015; Eid et al., 2019.) ou apds o
pico de producdo de ovos, acima de 40 semanas de idade (Morrow & Feller, 2004; Ikezawa et
al., 2010). Os surtos da DM em poedeiras comerciais e matrizes adultas sao classificados
como MD tardia (Witter & Gimeno 2006; Ikezawa et al., 2010). Na epidemiologia deste
surto, em relagdo a idade das aves, a MD ocorreu em aves mais velhas, as 38 semanas de
idade, apds o pico de producdo de ovos, sendo caracterizada como MD tardia em poedeiras
comerciais adultas. No entanto, ndo esta claro se os surtos sdo causados por desafios recentes
com cepas altamente virulentas (vv e vv+) de MDV circulantes na granja (hipotese da nova
infeccdo) ou devido a algum fator ambiental que exarceba uma infeccdo antiga ou latente do
MDV (hipotese da infeccdo antiga) (Witter & Gimeno 2006).

A hipotese da infeccdo recente do MDV, designada por Witter (2001) como a "teoria da
nova infec¢do", implica que os lotes de galinhas comerciais adultas sdo susceptiveis a uma
nova infeccdo (superinfecgdo) com estirpes altamente virulentas, apesar de existirem niveis de
imunidade a vacina e resisténcia a idade, que induzem tumores nas aves. A alternativa
hipdtese da infeccdo antiga, também originalmente designada por Witter (2001) como a
“teoria da velha infec¢do”, é que os surtos sdo induzidos por cepas do MDYV residentes no lote
por periodos de tempo variaveis, que sugere ser de uma infeccdo no inicio da vida das aves,
que sdo desencadeados ou exacerbados em aves adultas por fatores ambientais
imunossupressores, dificeis de serem exatamente estabelecidos. Neste lote, como as poedeiras
comerciais foram vacinadas com as cepas (Rispens/CV1988 e HVT/FC-126), possivelmente
infectadas precocemente pelo MDV circulante (histérico MD lote anterior), indicativos de
falhas na vacinacdo (discussdo em seguida) e o pico de produgcdo de ovos como fator
imunossupressor, ndo infeccioso, desencadeante, sugere o envolvimento da “teoria da velha
infeccdo”. Assim, € previsto que a introducdo recente (nova infec¢do) ou contemporinea
(velha infecgéo) de cepas altamente virulentas em lotes comerciais ndo seria suficiente para
induzir a MD clinica, a menos que uma proporcdo do lote ndo tivesse imunidade protetora
suficiente (Witter & Gimeno, 2006). A imunidade protetora das vacinas de MD permanecem
por longos periodos (Witter & Offenbecker, 1978). Entretanto, maiores estudos precisam ser
realizados para comprovar esta teoria, pois tanto a vacina como o desafio de MDV persistem
durante toda a vida das aves, e outros fatores que influenciam a susceptibilidade das galinhas
ao desafio sdo importantes e dificeis de serem identificados (lkezawa et al., 2010; Mete et al.,
2016).
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Aqui, em aves de 38 semanas de idade, a incidéncia foi de 1,72% (385/22323), no
periodo de 11 semanas. Os resultados estdo de acordo com a fase de ocorréncia da MD
(Schatt & Nair, 2008). A susceptibilidade ao MDV ¢é maior em aves mais jovens do que em
aves mais velhas. As exposicdes até 12 semanas de idade resultaram em incidéncia da MD
entre 42% a 45%, 13 a 20 semanas em 8% e de 33 a 55 semanas em 6% (Vielitz & Landgraf,
1970; Davidson & Nair, 2004; Witter & Gimeno, 2006).

Na forma classica da doenca, comum em aves mais velhas (18 a 24 semanas de idade ou
acima), os sinais clinicos geralmente observados sdo a paralisia unilateral ou total das patas,
mortalidade de 10-15%, lesGes macroscopicas nos nervos periféricos, principalmente com o
espessamento do nervo ciatico (Gimeno & Pandiri, 2013). Neste caso, de acordo com a forma
classica da MD, os sinais clinicos neurologicos foram a paralisia unilateral e completa das
patas, com consequente dificuldade locomotora, a mortalidade do lote moderada de 0,33% por
semana e acumulada de 9%. As lesdes foram encontradas em 1,72% das aves, nos nervos
periféricos, com o espessamento unilateral do nervo ciatico. A redugdo na producdo de ovos
semanal foi de 2,24% (3.500 ovos/semana) e com a perda de 0,44% da producéo total de ovos
(38.500/8.727.497) em 90 semanas. As poedeiras infectadas por MDV sofrem uma perda da
producdo semanal de ovos em torno de 4,25% a 5% (Purchase, 1985; Rozins et al., 2019). Na
forma aguda, comum em aves mais jovens (3 a 16 semanas de idade), é caracterizada por
linfomas viscerais em multiplos drgéos, incidéncia de 10 a 30% do lote e surtos de até 70%
relacionados a cepas mais virulentas (Witter et al., 1999; OIE, 2017). Neste caso, a forma
aguda da MD também foi detectada, com a presenca de tumores nodulares e difusos nos
diversos 6rgaos como figado, rins, intestino e nos ovarios. Os achados cursam com a forma
classica e, concomitantemente, com a forma aguda da MD, sendo a classificacdo mais
adequada como sindrome neoplésica induzida pelo MDV, conforme recente definicdo por
Gimeno & Pandiri (2013), onde as sindromes neoplésicas, sdo caracterizadas por sinais
clinicos neuroldgicos, lesdes nos nervos perifericos e a formacao de linfomas na pele e nos
tecidos como figado, bago, pulmdes e coragdo (Gimeno & Schat, 2018).

A histopatologia em tumores induzidos pelo MDV é considerada como uma das
principais ferramentas de diferenciacdo de outros agentes potencialmente oncogénicas (Witter
& Fadly, 2003). A presenca de infiltracdo de células linfoides imaturas nos Orgaos e a
infiltracdo dos linfdcitos T transformados nos nervos periféricos, com intenso processo
inflamatorio, correspondem a MD (Calnek & Witter, 1991; Puro et al., 2018). As alteragdes
histolégicas apresentadas neste estudo, como a presenca de linfocitos pleomorficos entre as

fibras nervosas do nervo ciatico e a intensa quantidade de linfécitos pleomorficos nos
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diferentes orgdos, rins, encéfalo, ovarios e oviduto, estdo de acordo com o padrédo histolégico
das lesdes ja descritas e caracterizadas na literatura (Payne e Biggs, 1967; Prophet et al.1992).

Os pontos criticos do diagndstico da MD foram revisados e as técnicas moleculares
como PCR (Becker et al.,1992; Silva, 1992) e gPCR (Islam et al., 2004, Gimeno et al., 2005;
Davidson et al., 2013; Baigent et al., 2016) foram incluidas como critérios para a
comprovogdo do diagnostico da MD (Gimeno & Schat, 2018). Neste estudo, a PCR BamH1-
H de sequéncias repetitivas de nucleotideos da banda de 132 pb para GaHV-2, resultou na
deteccdo de 4 amostras (4/10, 40%), sendo estas, somente das aves com sinais clinicos e
presenca de tumores. Amplificou um produto de 566 pb (3 sequéncias repetitivas de
nucleotideos de 132 pb), que esta associado a uma cepa patogénica de GaHV-2. As cepas
patogénicas de GaHV-2 contém apenas uma a trés copias da sequéncia repetitiva de 132 pb
(Silva, 1992). Duas e trés repeticdes de 132 pb, possuem patogenicidade semelhante e ambas
causam retardo de crescimento e linfomas nas aves, estando associadas a cepas vv MDV e ou
vv+ MDV (Silva, 1992; Tulman et al., 2000; Abd-Ellatieff et al., 2017). Aqui, a cepa vacinal
Rispens/CV1988 ndo foi detectada em nenhuma das amostras. As cepas de baixa
patogenicidade apresentam entre 6 e 7 repeticdes (962 a 1094 pb) e as cepas atenuadas como
a vacinal Rispens/CV1988 podem chegar a 8 e ou 9 repeti¢cdes (1325 pb) (Becker et al., 1992).

O desenvolvimento de métodos de qPCR que apresentam resultados de quantificacdo
absoluta ou relativa do GaHV-2 e das cargas das vacinas utilizadas, Rispens/CV1988 e
HVT/FC-126, sdo Uteis ao diagnodstico da DM e na monitoria da eficicia das vacinas e
vacinacOes (Islam et al., 2004; Islam et al., 2006a; Baigent et al., 2005; Gimeno et al., 2005;
Baigent et al., 2016). Neste estudo, o resultado da PCR BamH1-H de GaHV-2 foi confirmado
pela amplificacdo de um segmento do gene Meqg do GaHV-2 na gPCR em 54,29% (19/35) das
amostras, sendo que nas aves afetadas pela MD um total de 18 das 19 amostras (94,74%) e
nas aves saudaveis apenas 1 das 16 amostras (6,25%). As cargas virais foram mais elevadas
nas aves afetadas pela MD, média de 10%*° copias/milhdo de células, quando comparada com
as aves saudaveis com 10%8 copias (1 amostra de bago), ou seja, 5,39 logs mais elevadas. A g-
PCR usada na analise de amostras de tumores demonstram que a carga do GaHV-2 € no
minimo cem vezes, 2 logs, mais elevada em aves que desenvolveram tumores do que nos
tecidos ndo tumorais, e as diferencas podem ser detectadas em trés semanas apos o desafio
(Islam et al., 2006). Os linfomas MD tiveram cerca de 10% vezes mais cdpias de DNA do
MDV (1032 a 10*%) do que qualquer um dos tecidos infectados latentemente por MDV (10%8 a
10%?) (Gimeno et al., 2005).
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As cargas virais de GaHV-2 encontradas por gPCR nos tecidos variam conforme a fase
da patogenia que se encontra a infeccdo, pela cepa vacinal e ou de campo (Baigent et al.,
2016). A carga viral de MDV em 5 dias ap6s a infeccdo, fase citolitica inicial e ou latente
(10%7 copias), em 14 dias ap6s a infeccdo, fase latente (10*? copias) e 28 a 35 dias, fase
proliferativa (10*°-10°° cdpias) (Islam et al., 2006). Aqui, as cargas virais nas aves afetadas
pela MD apresentaram variacdo de 10%°® a 10”"* cdpias, sendo que a maioria das aves (13/19)
possuiam cargas acima de 10° copias/milhdo de células, associado a presenca de tumores,
caracterizando a ocorréncia da fase proliferativa e ou de transformagdo (McPherson &
Delany, 2016). A carga viral de 10%8 cdpias na ave saudavel (ave 4) sugere que a infeccdo
esteja na fase citolitica inicial e ou latente, e que pelo fato da carga viral de GaHV-2 em aves
vacinadas apresentar carga abaixo de 102 copias/milhdo células, esta associada & prote¢io MD
(Islam et al., 2006b). O baco das aves afetadas pela MD foi o érgdo com maior carga viral
(média de 1053 copias/milhdo células), sequido por figado (10%% copias) e ovario (10%2
copias). A cinética distinta da detec¢do da cepa GaHV-2 demonstrada nos diferentes tecidos e
ou Orgdos, esta relacionada com a replicacdo do GaHV-2 e o ciclo de disseminacéo viral no
hospedeiro, sendo o baco um dos principais tecidos linféides de migracdo viral apds a
infeccdo inicial do sistema respiratério (Schat & Nair, 2008).

A cepa HVT/FC 126 foi identificada por qPCR de 1 a 8 semanas (Islam et al., 2006) e
em até 72 semanas apds a vacinacgdo (Palya et al., 2014). Neste estudo, na simula¢do de uma
monitoria da vacinacdo, a amplificacdo para o gene SORF1, confirmou a deteccdo da cepa
vacinal HVT/FC126, 38 semanas p0s vacinacdo, em 6 das 10 amostras (60%). Em 4 das 10
amostras (40%) (ave saudavel 1 e aves afetadas pela MD 6, 9 e 10), ndo foi detectada,
sugerindo uma falha na vacinagdo. A cepa foi detectada em 40% dos casos analisados que nao
apresentaram sinais clinicos (aves saudaveis 2, 3, 4 e 5), que sugere que a cepa HVT/FC 126
foi eficaz no controle da MD, mesmo com a presenca na cepa patogénica de GaHV-2
circulante na granja e detectada em uma ave saudavel (ave 4; 10°8 copias de GaHV-2). Cepas
patogénicas de GaHV-2 como JM e GA (v MDV) sdo igualmente virulentas (Purchase et al.,
1971) e igualmente protegidas pela vacinagdo com a cepa HVT/FC-126 sozinha (Witter et al.,
2005). Em contrapartida, a cepa HVT/FC-126 detectada, néo foi eficaz em 20% dos casos
analisados (aves afetadas pela MD; ave 7 com média de 10" e ave 8 com 10%° copias de
GaHV-2), sugerindo que a cepa HVT/FC-126 sozinha, pois ndo foi dectada a cepa
Rispens/CV1988, pode néo conferir protecdo para a cepa virulenta de GaHV-2 deste estudo. A
cepa vacinal HVT/FC-126 sozinha ou combinada com HVT/FC-126 e SB-1 ndo conferem
protecdo as cepas virulentas vv MDVs e vw+ MDVs (Witter, 1997).
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A cepa vacinal Rispens CV1/988 protege contra as cepas v MDV (ex: GA e JM) e
contra cepas vwv MDV (ex: RB-1B, Md5 e Md11) (Witter, 1997, Gimeno, 2008), entretanto,
possue baixa eficacia na protecdo contra as cepas vv+ MDV (Spatz et al., 2007; Cui et al.,
2016; Zhang et al., 2017). As cepas vacinais Rispens CV1/988 e HVT/FC-126 combinadas,
reduzem significativamente a carga viral de cepas patogénicas de GaHV-2 (v MDV e wv
MDV) (Islam et al. 2006; Haq et al., 2012, Gimeno et al., 2015). Neste estudo, o programa
vacinal combinado Rispens CV1/988 e HVT/FC 126, foi eficaz para o controle da MD em
98,27% das aves do lote e 1,72% sucumbiram a infeccdo pela cepa patogénica GaHV-2.
Mesmo com a presenca de uma cepa patogénica de GaHV-2, as aves podem ser refratarias ao
desafio pela imunidade induzida pelas vacinas (Ikezawa et al., 2010). Entretanto, a cepa
vacinal Rispens CV1/988 nao foi encontrada em nenhuma das amostras, sugerindo uma falha
na vacinacao e ndo sendo possivel determinar que a cepa patogénica de GaHV-2, possua um
aumento na sua viruléncia com a respectiva superacdo da imunidade da cepa Rispens
CV1/988. Estes resultados diferem das possiveis causas do surtos de MD em aves vacinadas,
onde que pela presenca de cepas de maior viruléncia no campo, em outros paises, sugerem
gue ha um aumento na viruléncia e possivel superacdo da imunidade conferida pelas vacinas
combinadas Rispens CV1/988 e HVT-FC-126 (Kalyani et al., 2011; Lopez-Osorio et al., 2017,
Puro et al., 2018). A presenca de cepas patogénicas de GaHV-2 (vv MDV e vw+MDV), no
Brasil (estado de Minas Gerais), nas aves industriais e de criacdo de vida livre, com protegéo
insuficiente pela utilizacdo da cepa HVT-FC126 sozinha, também sugerem superacdo da
imunidade das vacinas e que o aumento na viruléncia pode resultar na reemergéncia da MD
(Torres et al., 2019). Para o estudo da evolucdo do MDYV e sua relagdo como a superacao da
imunidade das vacinas, é necessaria uma investigacdo mais aprofundada para determinar onde
estd a evolucdo evidente, que pode ser entendida analisando a frequéncia dos casos, a genética
do hospedeiro, tempo de duracéo da criagéo, densidades de alojamento, sistemas de producéo,
qualidade das vacinas e fabricantes, estratégias de vacinagéo e biosseguridade (Gimeno et al.,
2015; Kennedy et al., 2017). Estudos mais amplos, com a frequente descricdo dos casos,
acesso e analise do processo de vacinacdo e analise da titulagdo das vacinas utilizadas
necessitam ser realizados para entender as causas envolvidas com a ndo deteccao e eficicia da
vacina (Gimeno, 2008).

As explicacOes para as possiveis causas dos surtos esporadicos da MD e que podem
influenciar na eficacia das vacinas, estdo relacionadas, principalmente, as falhas nas medidas
de biosseguridade e na vacinacéo, e na evolucdo das cepas de MDYV superando a imunidade
das vacinas combinadas Rispens CV1/988 e HVT/FC-126 (Witter, 2011; Gimeno & Schatt,
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2018). As falhas de biosseguridade na granja propiciam a exposi¢do precoce ao MDV em
poucos dias apds a vacinacdo, antes do estabelecimento da imunidade completa conferida
pelas vacinas (5 a 8 dias ap0s a vacinacgdo) e as infeccGes concomitantes com outros agentes
imunossupressores, que interferem na eficacia das vacinas, como o virus da anemia infecciosa
das galinhas (chicken infectious anemia virus, CAV) (Yang et al., 2010; Zhang et al., 2017), o
virus da doenga de gumboro (infectious bursal disease virus, IBDV) (Davidson, 2004) e
micotoxinas nos alimentos (Kufuor-Mensah et al., 2016) (Schatt & Nair, 2008). Neste estudo,
em relacdo a biosseguridade, foram encontradas falhas como o sistema de criacdo em
maltiplas idades, e principalmente, o historico do lote anterior com suspeita da MD, a nédo
realizacdo da limpeza e desinfeccdo no intervalo entre lotes e o alojamento em piso de chéo
batido utilizando maravalha como substrato para a cama, e esta, sendo reutilizada por
sucessivos lotes na granja, sugerindo estas falhas de biosseguridade associadas a uma das
causas da ocorréncia deste surto esporadico da MD. Estas falhas de biosseguridade tém sido
previamente associadas como uma das causas relacionadas & ocorréncia de surtos da MD
(Gimeno, 2008; Sousa, 2010; Zhang et al., 2015). O MDV pode estar presente na poeira e na
cama do aviario, persistindo entre diferentes lotes (Kennedy et al., 2015; Rozins & Day,
2017) e por periodos entre 20 a 425 dias, sendo a substituicdo da cama entre lotes de
poedeiras comerciais e matrizes, limpeza e desinfeccdo ferramentas importantes na prevencao
de surtos da MD (Kennedy et al., 2018). Estudo longitudinal prospectivo da MD, avaliando os
fatores de riscos em 171 lotes de 102 granjas de poedeiras comerciais, demonstrou que
granjas com sistemas de producdo com multiplas idades aumentaram em 90% os riscos de
surtos da MD e em 30% a mortalidade, quando comparados com sistema de idade Unica; fato
também encontrado quando o alojamento foi em avidrio com piso de chdo batido, em
comparacdo ao alojamento em baterias com gaiolas (Heier & Jarp, 2000). Em contraponto,
lotes de aves vacinadas com Rispens/CV1988 e HVT/FC-126, com eficacia da vacinagdo
comprovada pela monitoria com gPCR, e mantidas em granjas com rigorosa biosseguridade,
foram livres da infecgdo pelo GaHV-2 e da MD (Davidson et al., 2017).

Em relagdo a vacinacdo, falhas na imunizacao das aves podem ocorrer, por uma dose da
vacina insuficiente para induzir a imunidade protetora contra MDV (Gimeno et al, 2011); pelo
erro na aplicacdo da vacina pela via subcutanea e ou in ovo (Landman & Verschuren, 2003;
Lee et al.,, 2011; Gimeno & Schatt, 2018); e ou pela evolucdo da viruléncia das cepas de
MDYV, através da emergéncia de cepas vw MDV e vv+ MDV, que superam a imunidade
induzida pelas cepas vacinais Rispens/CVI988 e HVT/FC-126 (Witter,1997; Gimeno &

Schatt, 2018). Neste caso, foi identificado falhas na vacinacéo, devido a ndo deteccéo da cepa



47

HVT/FC-126 nas aves afetadas pela MD (aves 6, 9 e 10) e a ndo deteccdo da cepa
Rispens/CVI 988 em todas as amostras, sugerindo a vacinacdo como uma das causas da
ocorréncia deste surto esporadico da MD. Na vacinacéo, os fatores que devem ser avaliados
sdo o programa vacinal (cepas sozinhas e ou associadas), titulacdo das vacinas utilizadas
(dose minima de 1500 PFUs) e o processo de preparo e aplicacdo das vacinas (Gimeno,
2008). As falhas na vacinagédo por uma dose de vacina insuficiente, ocorre devido as falhas na
administracdo das vacinas: manipulacdo incorreta (ampolas congeladas, acondicionadas em
nitrogénio liquido a -196°C), condicdes de descongelamento improprias, reconstituicdo em
diluentes inadequados, mistura com antibi6ticos, administracdo conjunta com outras vacinas,
longos atrasos na vacinagdo apds a reconstituicdo (Gimeno et al., 2011). Além da dose
administrada; foram relatadas diferencas na capacidade de protecdo da CV1988 de diferentes
fabricantes (Witter & Kreager, 2004), sendo necessario uma dose maior de uma vacina menos
protetora para obter uma proteccdo adequada (Gimeno et al., 2015). N&o foi possivel, neste
caso, avaliar as condicGes do processo vacinal e identicar as causas envolvidas com estas
falhas vacinais, devido ao acesso restrito ao incubatério responsavel pela vacinagéo.

Neste estudo foi relatado um surto esporaddico da MD em poedeiras comerciais
vacinadas, no sul do Brasil, através dos achados epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e
moleculares. O surto esporadico foi caracterizado como MD tardia e classificado como
sindrome neoplésica induzida pelo MDV. A presenca de uma cepa patogénica de GaHV-2 foi
comprovada com duas técnicas moleculares, a PCR BamH1-H de sequéncias repetitivas de
nucleotideos da banda de 132 pb e a gPCR para 0 gene Meq do GaHV-2. A cepa patogénica
do GaHV-2 esta circulante no sistema de producdo de poedeiras comerciais, no sul do Brasil.
A infeccdo continua causando, mesmo em aves vacinadas para a MD, sinais clinicos e lesdes
caracteristicas, e consequentemente, pela mortalidade e queda na producdo de ovos, perdas
econbmicas aos produtores e a industria de ovos. A carga do GaHV-2 € 5,39 logs mais
elevada nas poedeiras comerciais que desenvolveram tumores. As causas deste surto
esporadico da MD, que influenciaram na eficacia das vacinas combinadas Rispens/CV1988 e
HVT/FC-126, foram as falhas na biosseguridade e na vacina¢do, ndo estando associado ao
aumento da viruléncia da cepa de GaHV-2 envolvida.

A ocorréncia de surtos esporadicos da MD recomendaria realizar estudos futuros que
relatem com maior frequéncia 0s casos ocorridos, para que possam ser realizadas as analises
de todas as possiveis causas desta ocorréncia. Sugere-se utilizar a gPCR como ferramenta de
monitoria do programa vacinal de poedeiras comerciais, de 14 a 28 dias apds a vacinagdo para

a MD. Monitorar a qualidade e a titulagcdo das vacinas utilizadas. Estruturar um programa de
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biosseguridade rigido, que contemple a substituicdo da cama das aves em todos os lotes de
poedeiras comerciais alojadas em aviarios com pisos, constru¢do de pisos de alvenaria nos
aviarios, realizar a limpeza e desinfeccdo das instalacdes no intervalo entre os lotes e realizar
o0 alojamento de aves em idade Unica no aviario e na granja. Realizar treinamentos periddicos
sobre boas praticas de producdo e vacinagdo, com as equipes responsaveis pelas atividades
nas granjas de producdo de ovos e equipes responsaveis pelo processo de vacinagdo no

incubatorio.
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Anélises metagenémicas em poedeiras comerciais saudaveis ou afetadas pela doenca de
Marek.

RESUMO

A doenca de Marek (Marek’s disease, MD), causada pelo Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-
2), € uma enfermidade de importancia econdmica a industria avicola mundial. O
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing; NGS) e o apoio de
ferramentas de bioinformatica, irdo possibilitar uma melhor avaliagdo da interacdo de virus
imunossupressores, como 0 GaHV-2, sobre o microbioma das aves. O objetivo desse trabalho
foi utilizar o NGS para analisar o microbioma de 6rgéos de poedeiras comerciais saudaveis e
comparar estes achados com os obtidos em aves afetadas pela MD. Para isso, foi realizada
uma comparacdo entre pools de tecidos, contendo figado, baco e rins de aves afetadas pela
MD com pools equivalentes de aves saudaveis. Ap6s o NGS, foram gerados um total de
3,482,919 reads e analisados 116,030 reads, com uma média de 140 nt. Do total de reads de
genomas de virus eucariotos, 0,11% foram do grupo das aves afetadas MD e 0,02% das aves
saudaveis. Dos genomas de bactérias 25,47% do grupo das aves afetadas MD e 0,61% das
saudaveis. Nas amostras de aves afetadas pela MD, 90% dos reads correponderam a genomas
de membros da familia Herpesviridae, a mais abundante, seguida por Retroviridae (7%),
Siphoviridae (2%) e Myoviridae (1%). Nas amostras de aves saudaveis, a familia viral mais
abundantemente representada foi a Retroviridae (79%), seguida por Siphoviridae (14%) e
Myoviridae (7%). Os reads de bactérias foram atribuidos a genomas de representantes de
onze conhecidas familias bacterianas. Foi demonstrado uma interacdo entre GaHV-2, membro
da familia Herpesviridae, e genomas de bactérias patogénicas de importancia em saude
publica. Uma maior diversidade de genomas representativos da familia Campylobacteriacea,
especificamente a espécie Campylobacter jejuni foi encontrada nas poedeiras afetadas pela
MD (73,33%) e nas saudaveis (26,67%), e na familia Enterobacteriacea, as espécies
Escherichia coli com 66,67% nas poedeiras afetadas pela MD e 33,33% nas saudaveis, e a
Salmonella enterica subesp. enterica com 53,33% nas poedeiras afetadas pela MD e 46,67%
nas saudaveis. Os achados deste estudo indicam que poedeiras comerciais afetadas pela MD
possuem maior abundancia de genomas representativos de familias virais e bacterianas em
6rgdos, do que aves saudaveis. A infeccdo pelo GaHV-2 conduziu a uma modulagdo do
microbioma dos 6rgdos das aves, favorecendo coinfec¢bes de bactérias patogénicas de
interesse em salde publica, principalmente C. jejuni e E. coli.

Palavras-chave: doenca de Marek, Gallid alphaherpesvirus 2, metagendmica.



ABSTRACT

Marek's disease (MD), caused by Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), is a disease of
economic importance to the global poultry industry. With Next Generation Sequencing (NGS)
and the support of bioinformatics tools, they will enable a better evaluation of the interaction
of immunosuppressive viruses, such as GaHV-2, on poultry microbiomes. The objective of
this work was to use NGS to analyze the microbiome of healthy commercial layer organs and
compare these findings with those obtained in commercial layers affected by MD. To this
end, a comparison was made between tissue pools containing liver, spleen and kidneys of
layers affected by DM and equivalent pools of healthy layers. After NGS, 3,482,919 reads
were generated and 116,030 reads were analyzed, with a mean of 140 nt. Of the total
eukaryotic virus genome reads, 0.11% were from the group of MD affected layers and 0.02%
from healthy layers. Of the bacterial genomes 25.47% of the group of MD affected layers and
0.61% of healthy layers. In the samples of layers affected by MD, 90% of the readings
corresponded to the genomes of members of the family Herpesviridae, the most abundant,
and followed by Retroviridae (7%), Siphoviridae (2%) and Myoviridae (1%). In healthy
layers samples, the most abundantly represented viral family was Retroviridae (79%),
followed by Siphoviridae (14%) and Myoviridae (7%). Readings of bacteria were attributed to
genomes of representatives of eleven known bacterial families. An interaction between
GaHV-2, a member of the Herpesviridae family, and pathogenic bacteria genomes of public
health importance was demonstrated. A greater diversity of representative genomes of the
Campylobacteriacea family, specifically the species Campylobacter jejuni was found in
layers affected by MD (73.33%) and in healthy layers (26.67%), and in the family
Enterobacteriacea, the species Escherichia coli with 66.67% in layers affected by MD and
33.33% in healthy, and Salmonella enterica subsp. enterica with 53.33% in layers affected by
MD and 46.67% in healthy. The findings of this study indicate that commercial layers
affected by MD have greater abundance of genomes representative of viral and bacterial
families in organs than healthy layers. GaHV-2 infection led to a modulation of the poultry
organ microbiome, favoring co-infections of pathogenic bacteria of public health interest,
especially C. jejuni and E. coli.

Keywords: Marek's disease, biosecurity, Gallid aplhaherpesvirus 2, vaccination.



INTRODUCAO

A doenca de Marek (Marek’s disease, MD) € uma doenca altamente infecciosa
oncogeénica e imunossupressora. E de ocorréncia e importancia mundial, causando perdas
estimadas em 1 a 2 bilhGes de dolares anualmente para a industria avicola (Nair, 2005).
Causada pelo virus da doenca de Marek (Marek’s disease virus, MDV), formalmente Gallid
alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), é um membro da ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Mardivirus (ICTV, 2015; Baigent et al., 2016). De
acordo com seu potencial patogénico, 0 GaHV-2 tem suas amostras classificadas como de
baixa (mild, m MDV), alta (virulent, v MDV, muito alta (very virulent; vv MDV;) e altissima
viruléncia (very virulent +, vwv+ MDV) (Witter et al., 2005; Gennart et al., 2015). O MDV
infecta macrofagos e, principalmente, células B e T (McPherson & Delany, 2016). Apds a
infeccdo inicial do sistema respiratorio, 0 MDV ¢ transportado para os tecidos linféides como
a bursa de Fabricius, o timo e o baco (Schat & Nair, 2008).

Com este amplo espectro patogénico, alguns critérios foram estabelecidos para auxiliar
no diagndstico da MD (Mete et al., 2016). Os principais critérios sdo a idade das aves, ocorre
tanto em aves jovens (3 a 16 semanas idade) como em adultas (18 a 24 semanas e acima), 0s
sinais clinicos neuroldgicos e as lesGes macroscopicas nos nervos periféricos e tumores nos
orgdos (Witter & Schat, 2003). Na histopatologia, a infiltracdo de linfdcitos pleomorficos no
sistema nervoso e linfocitos neoplasicos nos 6rgdos (Witter & Fadly, 2003), e os métodos
moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction - PCR) e a
PCR quantitativa em tempo real (quantitative real-time PCR — qPCR) que foram incluidos
como critérios de diagnostico definitivo da MD (Gimeno, et.al, 2005). Entretanto, estes
métodos sdo mais limitados para a analise de multiplos patégenos e para o entendimento da
influéncia dos virus imunodepressores sobre o microbioma das aves. Neste sentido, a
abordagem metagenémica tém sido proposta por ser a mais acurada técnica para a identificar
a abundancia de comunidades virais e bacterianas em diferentes amostras biologicas (Li et al.
2018; Romero-Espinoza et al., 2018; Qiu et al., 2019).

A metagendmica é um campo de estudo em rapido crescimento, que foi expandida
gracas as tecnologias de sequenciamento de alto desempenho (high throughput sequencing;
HTS) ou de nova geracdo (Next Generation Sequencing; NGS), que possibilitaram o
sequenciamento de, em tese, todos microrganismos que contenham acido nucléico em
determinada amostra. Com isso, sdo gerados dados de sequéncias de nucleotideos que sdo

posteriormente analisados com o apoio de ferramentas de bioinformatica (Simon & Daniel,
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2011, Lu et al., 2017). O NGS pode ser utilizado para estimar a abundancia de sequencias
representativas de taxons ja estabelecidos através da avaliagdo da abundéncia de leituras ou
reads e sua subsequente classificacao (Lu et al., 2017).

Estudos utilizando o NGS revelaram que o GaHV-2 induz imunodepresséo,
ocasionando uma dishiose induzida e uma consequente alteracdo no microbioma intestinal das
aves (Perumbakkam et al., 2014). Além desse, poucos estudos tém sido realizados da
influéncia de virus imunossupressores como 0 MDV sobre o microbioma das aves (Li et al.
2018). Consequentemente, hd pouca informacdo a respeito do efeito do GaHV-2 sobre a
diversidade de microrganismos em érgdos como figado, baco e rins. O objetivo desse trabalho
foi utilizar o NGS para analisar o microbioma de érgdos de poedeiras comerciais saudaveis e

comparar estes achados com 0s obtidos em aves afetadas pela doenca de Marek.

MATERIAL E METODOS

Amostras bioldgicas

Pools de érgdos (figado, baco e rins) foram coletados no ano de 2015 de poedeiras
comerciais com 38 semanas de idade, de um lote de 22.323 aves em uma granja comercial de
producdo de ovos na regido sul do Brasil (29° 11'48" S, 51° 19'23” O). A granja possuia uma
populacdo total de aproximadamente 200.000 poedeiras comerciais. As poedeiras foram
adquiridas de uma empresa de genética e vacinadas para o controle da MD no incubatério
com 1 dia de idade via subcutanea, com as cepas vacinais Rispens/CV1988 e HVT/FC 126.

Foram coletadas amostras de cinco aves afetadas pela MD que apresentaram sinais
clinicos neurolégicos (paresia unilateral e completa das patas), lesées nos nervos periféricos e
tumores nodulares e difusos nos 6rgaos. Como controles, foram coletados pools equivalentes
de cinco aves clinicamente saudaveis, do mesmo lote e mesma idade. A necropsia e a coleta
das amostras bioldgicas foram realizadas na propria granja, logo apdés a contencédo fisica
manual para realizagdo da eutanasia por deslocamento cervical. As amostras foram
armazenadas em freezer — 80°C até o processamento. Todos os procedimentos foram
realizados em conformidade com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e o projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil — N° 35326.
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Preparacdo das amostras e enriquecimento acidos nucleicos

Os o6rgdos (figado, baco e rins) das aves saudaveis e acometidas pela MD foram
processados em pools, contendo oOrgdos de cinco aves afetadas pela MD e cinco aves
saudaveis, constituidos por 30mg de cada 6rgéo e total de 150mg/pool, totalizando seis pools.
Cada pool foi entdo macerado em um cadinho estéril e diluido em PBS (pH 7,2), g.s.p. 3 ml.
Os pools foram agitados vigorosamente por cinco minutos em um “vortexer” ¢ clarificados a
4.000 rpm (~ 3000 x g) durante 30 min a 4 °C. O sobrenadante assim obtido foi filtrado em
membrana de 0,45um e centrifugado a 28.000 rpm (~150,000 x g) durante 4h a 4 °C (Sorvall
AHG629 rotor). Os pellets resultantes foram ressuspensos em agua ultrapura e tratados com 2
pL DNase (2 U/uL, Turbo DNase, Ambion), 5 uL de RNase A (20 mg / mL, Invitrogen) e 0,5
uL de benzonase (25 U/ uL, Novagen). Essas misturas foram incubadas a 37 © C por 2 h para
a digestdo de &cidos nucleicos ndo encapsulados (Shan et al., 2011). Uma aliquota de 500 pl
de cada amostra foi utilizada para extracdo de DNA e RNA. O RNA foi extraido com TRIzol
LS (Ambion) e transcrito reversamente para gerar bibliotecas de cDNA com um kit comercial
(SegPlexRNA Amplification Kit; Sigma Aldrich). A extragcdo do DNA foi realizada com
fenol-cloroférmio (Sambrook & Russel, 2001) e enriquecido por multiple displacement
amplification (MDA) com a DNA polimerase do fago ¢29 (Dean et al., 2002).

Construcéo das bibliotecas e sequenciamento

Os acidos nucleicos enriguecidos aleatoriamente de cada pool original foram misturados
em quantidades equimolares (cCDNA enriquecido mais DNA enriquecido) e purificados com
um kit de limpeza de DNA (Genomic DNA Clean & Concentrator; Zymo Research). A
qualidade e quantidade das preparagdes de DNA foram determinadas em um
espectrofotobmetro L-Quant (Loccus Biotechnology) e em um fluorbmetro Qubit HS
(Invitrogen). Para o sequenciamento, bibliotecas metagendmicas foram preparadas com 50 ng
de DNA (DNA/cDNA), usando-se o kit Nextera XT (Illumina®) e seguindo as instrugdes do
fabricante. As bibliotecas foram quantificadas com Bioanalyzer 2000 (Agilent) e o
sequenciamento realizado na plataforma Illumina®MiSeq usando o kit de reagentes MiSeq
Illumina 500v2 (2 x 250 bases — leituras de sequéncias pareadas). O sequenciamento de
nucleotideos foi realizado no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba/PR.
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Pipeline de Bioinformatica
Andlise de qualidade, processamento e anélise taxonémica

Uma analise metagenémica foi utilizada para analisar o viroma e bacterioma de 6rgaos
de poedeiras comerciais afetadas pela MD e saudaveis e. A qualidade das sequéncias geradas
foi verificada com o uso do pacote FastQC (Andrews, 2010). As sequéncias de pares de
leitura (paired-end reads) com baixa qualidade, com escore de qualidade Phred < 30, foram
filtradas com o auxilio do PRINSEQ versdao 0.20.4 (Schmieder e Edwards, 2011). As
sequéncias de pares de leitura foram primeiramente mapeadas para o genoma de Gallus gallus
(UCSC galGal5) pelas ferramentas BWA-MEM (Burrows-Wheeler Aligner - Maximal Exact
Match) (Li & Durbin, 2010; Li, 2013) e processados com o auxilio do pacote SAMTools
(Sequence Alignment/Map) (Li, 2011), para remover os contaminantes do hospedeiro. Foi
realizada uma classificacdo taxondmica dos reads ndo mapeados através da ferramenta
Centrifuge, um classificador taxonémico de microrganismos a partir de reads (Kim et al.,
2016). Esta abordagem analisa os reads contra a base de dados de sequéncias ndo redundantes
de nucleotideos (nt) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Nucleotide
collection — nt). As andlises de classificacdo e visualizacdo dos reads virais e bacterianos
classificados taxonomicamente foram realizadas utilizando a ferramentas Pavian®
(Breitwieser & Salzberg, 2016) (Figura 1).

e PRINSEQ®

e FastQC® e Centrifuge® (NCBI nt) e Pavian® §
« BWA-MEM/SAMTools SE=SsC

\ J \§ Y, I\ Y,

Figura 1. Pipeline de bioinformatica utilizado para analisar o0 microbioma de 6rgdos de poedeiras comerciais

afetadas pela doenca de Marek e saudaveis.

Avaliacéo da abundancia viral e bacteriana

Para a analise comparativa do microbioma de 6rgéos de aves saudaveis e afetadas pela
MD, a quantidade de reads detectados nas amostras individuais dos pools de cada érgédo

foram divididas pelo nimero total de reads analisados (Kapusinszky, et al., 2017; Lima, et al.,
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2019). Os numeros de reads foram expressos como porcentagens de leituras virais e
bacterianas. Na analise do bacterioma, foram consideradas as bactérias de importancia em

avicultura e saude publica.

RESULTADOS

Sintese dos dados sequenciados

Um total de 3.482.919 reads foram gerados utilizando a plataforma de
sequenciamento Miseq. Apds os passos de filtragem e excluindo o genoma do hospedeiro
(galGalb5), o restante de 116.030 pares de reads, com uma média de 140 nt, foram utilizados
para as analises. Entre os 116.030 pares de reads analisados, 68,07% ndo retornaram
resultados (ndo classificados), 26,08% bactérias, 3,94% eucariotos, 1,78% outras sequéncias e
0,13% virus de eucariotos (Figura 2a). A visdo dos reads classificados, foi demonstrada com

o0 percentual de reads em cada grupo (Figura 2b).

(a) Visdo geral reads analisados - % participagéo (b) Visdo reads classificados - % reads em cada grupo
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Figura 2. Distribuicdo dos reads obtidos. (a) Total de reads analisados (b) Reads classificados obtidos a partir de

orgdos de aves afetadas pela doenca de Marek e saudaveis (% participacdo em relagdo aos reads classificados).

Anélise comparativa do microbioma de aves afetadas pela MD e saudaveis

O total de 116.030 reads analisados foram utilizados para a analise comparativa. No
grupo das aves afetadas pela MD, de um total de 78.903 reads (68%), 39,71% ndo puderam
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ser classificados. Dentre os que puderam ser classificados, 25,47% correspondiam a genomas
de bactérias, 1,73% a genomas de eucariotos, 0,99% a outras sequéncias sem filo definido e
0,11% de sequéncias correspondendo a virus de eucariotos. No grupo das aves saudaveis,
foram detectados um total de 37.127 reads (32%), sendo 28,37% néo classificados, 0,61%
correspondendo a genomas de bactérias, 2,21% a genomas de eucariotos, 0,79% a outras

sequéncias e 0,02% a genomas de virus de eucariotos (Figura 3).
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Figura 3. Quantidades relativas de reads obtidos nas amostras de 6rgdos das poedeiras comerciais afetadas pela

MD e saudaveis.

Na distribuicdo taxondmica dos reads obtidos para anélise do viroma e bacterioma de
orgdos de poedeiras comerciais afetadas pela MD (Fig. 4a) e saudaveis (Fig. 4b), foi possivel
identificar uma interagdo entre 0 GaHV-2 e genomas de bactérias patogénicas de importancia
em salde publica, como Campylobacter jejuni, Salmonella enterica subesp. enterica e
Escherichia coli. O genoma representativo do GaHV-2 foi detectado somente nas aves
afetadas pela MD (Figura 4c). Uma maior diversidade de genomas representativos da familia
Campylobacteriacea, especificamente a espécie Campylobacter jejuni foi encontrada nas aves
afetadas pela MD com 73,33% e nas saudaveis 26,67% (Figura 4d). Isto tambeém, foi
identicado nos genomas representativos da familia Enterobacteriacea, pelas espécies
Escherichia coli com 66,67% nas aves afetadas pela MD e 33,33% nas saudaveis, e a
Salmonella enterica subesp. enterica com 53,33% nas aves afetadas pela MD e 46,67% nas

saudaveis (Figura 4e).
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Figura 4. Visualizacdo da distribuicdo taxondmica dos reads obtidos na analise do microbioma de 6rgdos (figado, baco e rins) de poedeiras comerciais. a) NUmeros de reads
virais e bacterianos de aves afetadas pela MD. b) NUmeros de reads virais e bacterianos de aves saudaveis. ¢) Abundancia relativa de reads classificados como Gallid
alphaherspevirus 2 (GaHV-2) em aves afetadas pela MD e saudaveis. d) Reads de genomas de Campylobacter jejuni em aves afetadas pela MD e saudaveis. e) Reads de

genomas de Escheria coli e Salmonella enterica subsp. enterica em aves afetadas pela MD e saudaveis. (amarelo: afetadas doenca de Marek; verde: saudaveis).
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Viroma de aves afetadas pela MD e saudaveis

Um total de 0,13% de reads de virus de eucariotos foram atribuidos a genomas de
representantes de quatro conhecidas familias virais; trés destas correspondentes a familias de
virus com genoma de DNA (Herpesviridae; 81,3%), Shiphoviridae (3,6%) e Myoviridae
(1,4%) e uma familia de virus RNA (Retroviridae; 13,7%). Foram detectados 0,11% de reads
virais nas aves afetadas pela MD (88%) e 0,02% nas aves saudaveis (12%) (Figura 5a). Nas
amostras de aves afetadas pela MD, 90% dos reads corresponderam a genomas de membros
da familia Herpesviridae, seguida por Retroviridae (7%), Siphoviridae (2%) e Myoviridae
(1%). Nas amostras de aves saudaveis, a familia viral mais abundantemente representada foi a
Retroviridae (79%), seguida por Siphoviridae (14%) e Myoviridae (7%) (Figura 5b).
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Figura 5. Analise comparativa do viroma de aves saudaveis e afetadas pela MD. a) Percentual de reads de virus
de eucariotos e participagdo em cada grupo. b) Percentual de participacdo das familias virais encontradas nas

aves afetadas pela MD e nas aves saudaveis.

Os genomas de membros da familia Herpesviridae foram encontrados no baco, figado
e rins, somente nas aves afetadas pela MD. Por outro lado, genomas de representantes da
familia Retroviridae, foram identificados em todos os 6érgdos (baco, figado e rins) de aves
saudaveis, bem como no baco e figado de aves afetadas pela MD. Os genomas de membros da
familia Siphoviridae foram encontrados em figado e rins de aves saudaveis, e bago e rins de
aves afetadas pela MD. Os genomas de representantes da familia Myoviridae foram
detectados somente nos rins de aves saudaveis. A abundancia relativa em cada pool de 6rgaos
das aves afetadas pela MD e saudaveis estdo demonstradas na Figura 6. O baco das aves
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afetadas pela MD foi 0 6rgdo com maior participacdo na abundéncia de genomas virais com
63%, seguida por rins (14%) e figado (14%), também das aves afetadas pela MD.
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Figura 6: Abundancia relativa como percentual de reads de genomas representativos das familias virais
encontradas nos diferentes 6rgdos de aves afetadas pela MD (M) e sauddveis (S).

A seguir é realizado um breve relato dos genomas representativos de membros das

familias virais encontradas nos érgaos de aves afetadas pela MD e de aves saudaveis.

Herpesviridae

A ordem Herpesvirales compreende trés familias (Alloherpesviridae, Herpesviridae e
Malacoherpesviridae). A familia Herpesviridae, que é composta por trés subfamilias
(Alphaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae e Betaherpesvirinae) e treze géneros, possuem
uma grande variedade de hospedeiros entre humanos e animais (ICTV, 2019). Neste estudo,
em aves afetadas pela MD, 81% do total de reads virais corresponderam a genomas do
GaHV-2 (NC002229), agente causador da MD. Os dados apresentados demonstram que a
presenca do GaHV-2 esta associada somente a aves afetadas pela MD e ndo esta presente em
aves saudaveis do mesmo lote. Ndo foram encontrados genomas representativos das cepas
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vacinais Rispens/CV1988 e HVT/FC 126) com as quais as aves deste estudo haviam sido

vacinadas.

Retroviridae

A familia Retroviridae é composta por duas subfamilias (Orthoretrovirinae e
Spumaretrovirinae), onze géneros e 0s membros desta familia possuem uma grande variedade
de hospedeiros (ICTV, 2019). Genomas representativos de membros da familia Retroviridae
foram identificados em 13,7% do total de reads virais. Estes sdo correspondentes a um
retrovirus endégeno de aves (avian endogenous retrovirus; EAV-HP) (NC005947), sendo que
tais genomas foram identificados em oOrgdos de aves saudaveis (7,2%) e afetadas pela MD
(6,5%). Elementos virais endogenos representam fragmentos de genomas virais que ao longo
do processo evolutivo foram integrados & linha germinal do hospedeiro (Devaney et al.,
2016).

Siphoviridae e Myoviridae — Ordem Caudovirales

A ordem Caudovirales compreende bacteriéfagos com cauda que infectam bactérias e
arqueias, e compreendem as familias Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae (ICTV, 2019).
Genomas representativos de membros da familia Siphoviridae foram identificados em 3,6% e
da Myoviridae em 1,4% do total de reads virais. Os genomas representativos de membros da
familia Siphoviridae foram identificados em 6rgdos de aves saudaveis (1,4%) e afetadas pela
MD (2,2%). Os genomas representativos de membros da familia Myoviridae foram
identificados em percentuais iguais, tanto em 6érgdos de aves saudaveis (0,7%) e afetadas pela
MD (0,7%).

Bacterioma de aves afetadas pela MD e saudaveis

O total de 26,08% de reads foram atribuidos a genomas de representantes de onze
conhecidas familias de bactérias (Burkholderiaceae, Bacillaceae, Campylobacteriaceae,
Enterobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Mycobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Propionabacteriacea, Streptomycetaceae, Sphingomonadaceae, Rhodospirillaceae). A
composi¢do microbiana total dos 6rgdos a nivel de genomas representativos das familias esta

descrito na Figura 6a. Foram detectados 25,47% nas aves afetadas pela MD e 0,61% nas aves
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saudaveis. As espécies de bactérias patogénicas de interesse em saude publica representaram
0,22% do total de reads de bactérias, sendo Campylobacter jejuni (0,10%), Escherichia coli
(0,07%) e Salmonella enterica subesp. enterica (0,05%). A abundancia relativa de bactérias
patogénicas em cada pool de oOrgdos das aves afetadas pela MD e saudaveis estdo

demonstradas na Figura 6b.
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Figura 6: Abundancia relativa como percentual de reads de genomas representativos da comunidade bacteriana
em drgéos de poedeiras comerciais saudaveis e afetadas pela MD. a) Comunidade bacteriana a nivel de genomas
representativos de familias. b) Genomas representativos das espécies de bactérias patogénicas nos diferentes
orgdos de aves afetadas pela MD (M) e saudaveis (S).

DISCUSSAO

Neste estudo, uma anélise metagendmica foi realizada em 6rgdos do sistema imune
(baco), sistema digestorio (figado) e sistema urinario (rins) de poedeiras comerciais saudaveis
e comparado estes achados com o0s obtidos em aves afetadas pela MD. Diferencas foram
encontradas nos genomas representativos de membros das familias virais e bacterianas em
cada grupo. As pesquisas sobre a MD e as infec¢cdes do GaHV-2 sdo focadas na utilizagdo de
ferramentas moleculares através das abordagens de PCR e qPCR (Becker et al., 1992, Islam et
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al., 2004; Gimeno et al., 2005; Baigent et al., 2016, Puro et al., 2018). Entretanto, novas
pesquisas, baseadas no sequenciamento de nova geragéo, tém sido realizadas para analisar a
influéncia do GaHV-2 na diversidade microbiana e na dindmica das respostas do hospedeiro a
infeccdo, e tem revelado que o GaHV-2 provoca alteracfes na populacdo microbiana e que a
patogenia e a influéncia no hospedeiro ainda ndo sdo completamente conhecidas
(Perumbakkam et al., 2014; Dang et al., 2017).

No controle da MD séo utilizadas vacinas vivas com cepas apatogénicas em galinhas
(Okazaki et al, 1970; Schat & Calnek, 1978) e cepas patogénicas atenuadas (Rispens et al,
1972), com sucesso desde os anos 70 (Reddy et al, 2016). No entanto, a vacina¢do néo
impede a superinfecgdo, assim, as aves podem ser infectadas simultaneamente com cepas
vacinais e patogénicas de GaHV-2 (Gimeno, 2008). Neste estudo, em poedeiras comerciais
afetadas pela MD foram identificados genomas representativos de membros de quatro
conhecidas familias virais (Herpesviridade, Retroviridae, Shiphoviridae e Myoviridae), sendo
que genomas de herpesvirus, especificamente o GaHV-2, foram mais abundantes, como
esperado em funcdo da MD, em aves doentes. Em aves saudaveis foram identificados
genomas representativos de trés familias virais, sendo que genomas de membros da
Retroviridae (79%) foram os mais abundantes. Genomas representativos das familias
Retroviridae, Shiphoviridae e Myoviridae foram encontradas em aves saudaveis (Devaney et
al., 2016). E esperado que ocorra a infecgdo de GaHV-2, concomitantemente a infecgdo de
virus homologos (ou vacinas vivas contra a DM), e menos frequentemente uma infecgédo
mista com virus heter6logos, como virus da Leucose aviario subgrupo J (avian leukosis virus
subgroup J; ALV-J), virus da Reticuloendoteliose (reticuloendotheliosis virus; REV) e virus
da anemia infeciosa das galinhas (chicken anemia virus; CAV) (Zhou et al., 2018). Neste
caso, nao foram encontrados genomas representativos das cepas vacinais Rispens/CV1988 e
HVT/FC 126, com as quais as aves deste estudo haviam sido vacinadas, e também de outros
virus como ALV-J, REV e CAV.

Os membros da familia Enterobacteriaceae, incluindo patégenos bacterianos
zoonoticos como Salmonella, Escherichia coli e Campylobacter sdo patdgenos entéricos e
conforme a viruléncia da cepa, possuem capacidade de ultrapassar a mucosa intestinal, invadir
fagocitos e ativar mecanismos de viruléncia que permitem sua sobrevivéncia nos mesmos
(Stecher et al., 2010). A migracdo dos fagocitos infectados para 6rgdos do sistema reticulo-
endotelial, como o baco e figado, facilita a disseminagdo da bactéria, desenvolvendo
septicemia e podendo levar a morte (Shang, et al., 2018). Neste caso, foi demonstrado uma

interacdo do GaHV-2 sobre a diversidade de genomas representativos das espécies de
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bactérias Campylobacter jejuni, Salmonella enterica subesp. enterica e Escherichia coli,
espécies bacterianas estas relacionadas a enfermidades em aves e de importancia em saude
publica (Marder et al., 2017). Uma maior diversidade de genomas representativos da familia
Campylobacteriacea, especificamente a especie Campylobacter jejuni foi encontrada nas aves
afetadas pela MD com 73,33% e nas saudaveis 26,67%. Isto também, foi identificado nos
genomas representativos da familia Enterobacteriacea, pelas espécies Escherichia coli com
66,67% nas aves afetadas pela MD e 33,33% nas saudaveis, e a Salmonella enterica subesp.
enterica com 53,33% nas aves afetadas pela MD e 46,67% nas saudaveis. Os achados aqui
apresentados revelam que a infeccdo por GaHV-2 em poedeiras comerciais sugere ter
favorecido as infecgdes por bactérias patogénicas, principalmente com Campylobacter jejuni
e Escherichia coli. A infeccdo citolitica precoce do GaHV-2 estd associada a uma
imunossupressdo que aumenta a susceptibilidade de aves infectadas a outros agentes
infecciosos, como E. coli ou Salmonella (Friedman et al., 1992). As Infec¢bes por virus
imunossupressores podem facilitar a translocacdo de bactérias como Salmonella,
Campylobacter ou Escherichia coli do intestino aos 6rgdos, o que pode resultar em uma
disseminacdo generalizada (Li et al., 2018). Na avaliacdo da influéncia do GaHV-2 em
frangos de corte, com amostras de fezes e tonsilas cecais, 0 virus imunossupressor modificou
a microbiota intestinal (Perumbakkam et al., 2014). Estudos futuros serdo necessarios para um
melhor entendimento da interacdo entre 0 GaHV-2 e a diversidade microbiana.

No presente estudo sdo apresentados dados preliminares sobre as comunidades virais e
bacterianas presentes nos orgdos das aves saudaveis e afetadas pela MD. Demonstrada,
também a influéncia do GaHV-2 sobre as infec¢des por bactérias patogénicas, de interesse em
salde publica, principalmente com Campylobacter jejuni e Escherichia coli.

Espera-se que esta pesquisa forneca uma linha de base para estudos futuros sobre o GaHV-2 e
sobre a sua influéncia no viroma e bacterioma de aves, buscando contribuir para a
determinacéo da etiologia das doencas onde as interagcdes entre patdgenos sdo ainda pouco
examinadas; e identificacdo de parametros para desenvolver melhores medidas de controle e
prevencdo. Estes resultados também podem auxiliar a compreensdo das consequéncias das

doencgas imunossupressoras sobre as poedeiras comerciais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi relatado um surto esporadico da MD em poedeiras comerciais
vacinadas com as cepas Rispens/CVI988 e HVT/FC-126, no sul do Brasil, através dos
achados epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e moleculares. Adicionalmente, foram
apresentados dados preliminares sobre as comunidades virais e bacterianas presentes nos
Orgdos das aves saudaveis e afetadas pela MD, com a respectiva influéncia do GaHV-2 sobre
as infecgBes por bactérias patogénicas, de interesse em saude publica, principalmente como
Campylobacter jejuni e Escherichia coli.

A maior frequéncia de relatos de surtos da MD em poedeiras comerciais e matrizes
pesadas € importante para que possam ser realizadas as analises de todas as possiveis causas,
sejam estas, relacionadas aos processos de biosseguridade e vacinagdo, ou associados a
evolugdo das cepas de GaHV-2. Um maior numero de casos é necessario para um estudo da
evolucdo do MDV e sua relagdo como a superacao da imunidade das vacinas, e também uma
investigacdo mais aprofundada que contemple a anélise da frequéncia dos casos, a genética do
hospedeiro, tempo de duragdo da criagdo, densidades de alojamento, sistemas de producéo,
qualidade das vacinas e fabricantes, estratégias de vacinacdo e procedimentos de
biosseguridade.

Vacinacdo e acompanhamento do processo, monitoria precoce da eficacia das vacinas
por gPCR, além de um programa rigido de biosseguridade, treinamentos periodicos dos
funcionérios, séo as ferramentas mais eficazes em termos de eficacia e custos para prevenir a
MD. Além disso, podemos incluir o sequenciamento de nova geracdo, com 0 apoio da
bioinformatica, para estudar as interacdes de virus imunossupressores como o GaHV-2 sobre

0 microbioma das aves.
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