obtidos e o preocupante dado que EXPEC sdo a principal causa de infecgoes em
aves e humanos, ratificamos a necessidade da uso racional de antimicrobianos
na produgdo de aves, assim como a implementagdo de estratégias de
monitorizagdo e vigilancia de tais cepas. Os resultados obtidos revelaram a
existéncia de um elevado nivel de multirresisténcia mediada por integrons de
classe 1 associado a estirpes multivirulentas. As complexas interagdes entre o
ambiente e as caracteristicas genéticas das estirpes APEC podem levar a selegao
e disseminagdo da preocupante coexisténcia de viruléncia e resisténcia, uma
vez que o aumento dos niveis de resisténcia multipla aos antibidticos em todo
o mundo pode estar associado ao uso indiscriminado desses medicamentos
na produgio animal. Agradecimentos: A FAPESP pelo apoio financeiro
(Processos 11/18204-6, 11/18213-5, 14/11523-7) e CAPES.
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Introducdo: A infecgio por herpesvirus em seu hospedeiro natural
costuma ser branda e frequentemente evolui para um processo latente;
contudo, infecgdes entre espécies podem gerar quadros severos e fatais (1,2). A
primeira infecgao por herpesvirus em pinguins foi descrita por Kincaid (1988)

em pinguins africanos (Spheniscus demersus) no Zoolégico de Baltimore, EUA.
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Neste caso, os animais apresentaram prostracao e insuficiéncia respiratoria e
as lesdes histopatoldgicas consistiam em infiltrado inflamatério com formagéao
de células sinciciais e corpusculos de inclusao intranucleares tipo A nas células
epiteliais dos sinos, traqueia e bronquios. Apesar do agente nao ter sido
molecularmente caracterizado, classificou-se posteriormente como Sphenicid
herpesvirus 1 (SpHV1) baseado no padrao das lesoes e na microscopia eletronica
(4). Os pinguins de Magalhaes (Spheniscus magellanicus), considerados quase
ameagados pela Lista Vermelha de Espécies Ameagadas da IUCN (2012), sao
aves marinhas migratdrias nativas de regides temperadas e sub-temperadas
da América do Sul (5). Pinguins sao bons indicadores do ambiente marinho
e sensiveis aos impactos antropogénicos em seu habitat. Todos os anos um
grande numero de pinguins encalha vivos ou mortos nas praias brasileiras
e muitos deles sdo resgatados por centros de reabilitagdo ao longo da costa.
Embora infecgdes por herpesvirus tenham sido descritas em diferentes classes
animais (4), a ocorréncia de infec¢do em pinguins de Magalhdes nunca foi
identificada. O presente estudo descreve a primeira ocorréncia de infecgdo por
herpesvirus na espécie, além de fornecer os primeiros dados moleculares de
uma nova espécie do virus capaz de causar traqueite hemorragica nos pinguins.
Materiais e métodos: No inverno de 2011, 167 pinguins de Magalhies
com diferentes graus de petrolizagio (17 adultos e 150 juvenis) foram admitidos
no Centro de Reabilitacio de Animais Marinhos (CRAM) em Rio Grande —
RS. Oitenta e cinco deles morreram e foram submetidos a necropsia de acordo
com protocolo estabelecido. Treze pinguins foram submetidos a eutandsia com
2mL IV de T61° (MSD Satide Animal - Sao Paulo/Brasil) por apresentarem
comprometimento respiratério severo.

Dos animais necropsiados, fragmentos traqueais de 22 pinguins foram
macerados e o0 DNA extraido de acordo com o protocolo Proteinase K/
Fenol/Cloroférmio. Nested PCR com primers degenerados visando a DNA
polimerase dos herpesvirus foi realizada segundo VanDevanter et al. (1996).
A reagdo de sequenciamento utilizou Big DyeTM 3.1 e os mesmos primers
da nested PCR. As sequéncias foram geradas pelo sequenciador automatico
ABI3500 GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems®). A andlise qualitativa dos
eletroferogramas foi realizada pelo programa PHRED/PHRAP (http://
asparagin.cenargen.embrapa.br/phph) e as sequéncias com escore maior
que 20 foram aceitas. A arvore filogenética foi elaborada com o programa
MEGA v.6.0 (7) utilizando-se o método de inferéncia filogenética neighbor-
joining, o modelo de substitui¢do de aminoécidos de Poisson, testando-se
a confiabilidade dos ramos pelo método bootstrap com valores de 1000
repetigdes. Para a analise histopatologica amostras de tecidos foram fixadas em
solugdo formol 10% por 48 horas, cortadas e embebidas em parafina. As laminas
foram elaboradas com cortes de 4um e coradas com hematoxilina e eosina.
Tanto a microscopia eletronica de transmissdao quanto a imuno-histoquimica
utilizando anticorpo anti-laringotraqueite virus de galinhas foram realizadas
na University of California (UC), Davis - EUA. Resultados: Vinte e seis
pinguins apresentaram dispnéia aguda e severa e morreram em até 15 dias
apos entrarem no Centro de Reabilitagdo. A principal lesio macroscépica foi
traqueite necrética hemorragica pseudomembranosa com obstrugao do limen
traqueal, presente em 28 pinguins. Todas as aves apresentaram congestao
variavel e edema pulmonar, 58 drenaram exsudato branco-amarelado ao
corte dos pulmdes e 56 apresentaram espessamento severo com aderéncia
de exsudato fibrinoso amarelado em sacos aéreos abdominais e toracicos
caudais. Esplenomegalia e hepatomegalia também foram achados comuns.
A avaliagdo histopatoldgica da traqueia revelou hiperplasia do epitélio
com presenga de células sinciciais, necrose focal e corptsculos de inclusao
intranucleares do tipo Cowdry A (Figura1). Todos os pinguins apresentaram
congestdao pulmonar severa e hemorragia multifocal a coalescente. Cinquenta
e oito apresentaram pneumonia supurativa aguda difusa variando de discreta

a severa e doze aves apresentaram pneumonia piogranulomatosa associada a
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aerossaculite micotica. Aerossaculite membranosa foi verificada em 56 dos
85 pinguins analisados. A microscopia eletronica de transmissdo dos cortes
de traqueia fixados demonstrou que as inclusdes intranucleares observadas
na microscopia optica consistiam em densos agregados de particulas virais.
Particulas do capsideo viral envelopado, assim como envelopes vazios, foram
visualizados no nucleo das células e seus tamanhos variaram de 99.6 a 149 nm.
A andlise imuno-histoquimica das traquéias para o virus da laringotraqueite
das galinhas foi negativa, sugerindo que, por mais que as lesoes histoldgicas
visualizadas nos pinguins fossem muito semelhantes as leses causadas pelo
Gallid herpesvirus 1em aves de produgao, o agente envolvido no surto nao seria
o mesmo. Um fragmento de 460 pb referente a sequéncia parcial do gene da
DNA polimerase do herpesvirus foi detectado. Esta sequéncia foi submetida
ao GenBank (Numero de acesso: KJ720217) e denominada Magellanic penguin
herpesvirus 1 (MPHV-1), por se tratar do primeiro relato na espécie e pela
auséncia de dados genéticos do Spheniscid herpesvirus 1 para comparagio. A
analise filogenética da sequéncia obtida comparada com outras 19 sequéncias
disponiveis no GenBank e que caracterizam subfamilias virais segundo o
ICTV, demonstrou que o MPHV-1 causador da laringotraqueite hemorragica
dos pinguins corresponde a uma nova espécie dentro do género Iltovirus,
compreendido pelas espécies Gallid herpesvirus 1 e Psittacid herpesvirus 1.
Portanto, o Magellanic penguin herpesvirus 1 pode ser classificado como
pertencente a subfamilia Alphaherpesvirinae, Género Iltovirus, conforme
demonstrado na Figura 2.
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Figura 1 - Epitélio traqueal de pinguim de M icus) com células sinciciais e

corpusculos de inclusio intranucleares tipo Cowdry A. H&E.

Figura 2 - Andlise filogenética do Sphenicid herpesvirus: identificado em macerado de traqueia de
pinguins de Magalhdes no Rio Grande do Sul, Brasil. A drvore contendo sequéncias de 136 aminoécidos
de representantes das trés subfamilias virais foi gerada pelo método de Neighbour-joining com 1000
repetigdes de bootstraps.

Conclusdo: Embora a origem do herpesvirus descrito seja desconhecida,
o padrdo de mortalidade observado sugere que os animais nao tiveram
contato prévio com este genétipo viral. Contudo, ndo se pode descartar a
hipdtese de que as aves apresentassem o virus em estado de laténcia e que
tenham desenvolvido a enfermidade devido aos efeitos imunossupressores
tanto da contaminagdo por petréleo quanto do estresse da reabilitagdo. Para
tanto, investigagdes sobre a ocorréncia ou nao de herpesvirus na populagao
saudavel e de vida livre devem ser conduzidas para melhor esclarecimento
desta ocorréncia. Agradecimentos: O presente trabalho recebeu auxilio
financeiro da Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP - Projeto 2010/51801-5) e do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq -
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