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RESUMO

O presente estudo descreve o desenvolvimento e a aplicagdo da reacdo de
transcrigdo reversa in situ em cadeia da polimerase (RT-PCR in situ), para detectar a
co-infeccdo experimental de perus de 1-dia de idade com Coronavirus (TCoV) e
Astrovirus (TAstV-2) isolados de casos clinicos no Brasil. A primeira etapa da reagéo
consistiu na preparacao especifica de sondas de DNA biotiniladas homoélogas ao
gene da polimerase viral do TAstV-2 e da regidao 3'UTR do TCoV. Foram utilizados
cortes histologicos de intestino correspondendo as regides do ileo, juncao ileo-ceco
e ceco para avaliar a reacdo de RT-PCR in situ. Para permeabilizacéo tecidual uma
digestdo foi aplicada com 10 pg/ul proteinase K por 30 min. Na etapa de
hibridizacdo, as sondas de DNA homodlogo as regides gendmicas virais ligadas a
biotina foram diluidas na concentracdo de 2ug/pl na solugdo de hibridizacdo e
incubadas overnight a 42°C. Em seguida, uma diluigdo Otima do anticorpo
monoclonal anti-biotina acoplado a fosfatase alcalina e a peroxidase foram
aplicados, para TAstV-2 e TCoV, respectivamente. O substratos diaminobenzidina
3,3 (DAB) e FastRed [ foram utilizados para identificar a hibridizacdo das regides
homologas correspondentes ao TCoV e TAstV-2, respectivamente. A reacao positiva
foi visualizada por deposicdo de pigmentos vermelhos (TAstV-2) e marrom
acastanhado (TCoV). Em relag&o a localizacdo dos genes virais amplificados, foram
confirmados nas células da base (células caliciformes) e ao longo das vilosidades
intestinais principalmente no citoplasma dos enterocitos de forma difusa para ambos
os virus. Marcacgdes positivas também foram evidenciadas na submucosa proximas
as regibes com intensa congestao vascular. Em concluséo, a técnica de RT-PCR in
situ padronizada no presente estudo demonstrou boa capacidade de detectar RNA
viral promovendo uma desejavel associacdo entre o diagnostico morfologico e

molecular a ser utilizado na medicina veterinaria.

Palavras chaves : Perus, enterite viral, diagnéstico, PEMS



ABSTRACT

This study describes the development and application of the reaction in situ reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR in situ) to detect co-infection of
turkeys to experimental 1-day-old with Coronavirus (TCoV) and Astrovirus ( TAstV-2)
isolated from clinical cases in Brazil. The first step of the reaction has been to
prepare specific biotinylated DNA probes homologous to the viral polymerase gene of
TAstV-2 and the 3'UTR region of TCoV. We used histological sections of intestine
corresponding to the regions of the ileum, ileum-cecum junction and cecum to
evaluate the reaction of RT-PCR in situ. For permeabilization tissue digestion was
applied with 10 g / uL proteinase K for 30 min. In step hybridization, DNA probes
homologous to the viral genomic regions linked to biotin were diluted to the
concentration of 2ug/ul in hybridization solution and incubated overnight to 42 ° C.
Then, an optimal dilution of monoclonal anti-biotin coupled to alkaline phosphatase
and peroxidase were applied to TAstV-2 and TCoV, respectively. 3.3 The substrate
were used to identify the hybridization oflJdiaminobenzidine (DAB) and FastRed
homologous regions corresponding to TCoV and TAstV-2, respectively. The positive
reaction was visualized by deposition of red pigment (TAstV-2) and brown brown
(TCoV). Concerning the location of the amplified viral genes was confirmed by the
base cells (goblet cells) and along the intestinal villi in the cytoplasm of enterocytes
diffusely to both viruses. Tags positive were also demonstrated in the submucosa
close to the areas with intense vascular congestion. In conclusion, the RT-PCR in
situ standard in this study showed good ability to detect viral RNA promoting a
desirable association between morphological diagnostics for use in veterinary

medicine.

Key words : Turkeys, viral enteritis, diagnosis, PEMS



CAPITULO 1



1. CONSIDERACOES GERAIS

A importancia econémica e social da avicultura brasileira coloca o setor em
evidéncia no ambito nacional e internacional. Nesse sentido, o agronegocio
avicola brasileiro movimenta em torno de 10 bilhdes de ddlares ao ano,
representando 2% do PIB do pais, além de empregar milhdes de pessoas direta e
indiretamente. A producédo de perus vem crescendo nos ultimos anos de maneira
acentuada, demonstrando um acréscimo de 23% em 2008 sobre a producao de
2006. Em um estudo econémico mais recente, concluiram que foram destinadas
para 0 mercado interno 161 mil toneladas de carne de perus do total produzido, e
para o mercado externo 110,4 mil toneladas, gerando uma receita cambial de
US$ 152,3 milhdes decorrentes das exportagbes (AVISITE, 2009)

Em face da ndo sazonalidade do consumo de seus subprodutos, a oferta,
bem como a demanda de carne de perus, sdo acentuadas ao longo de todo o ano
em nosso pais. Além disso, a industrializacdo da carne de peru tem evoluido com
maior participacdo na elaboracdo de produtos prontos, como patés, lasanhas,
pizzas, muito solicitados pelo consumidor brasileiro em virtude da sua praticidade.
Com isso, o Brasil consolidou a posicao de terceiro maior produtor e exportador
de perus, atras apenas dos Estados Unidos e da Unido Européia, sendo
responsavel por 5,1% da producdo mundial. No aspecto de comercializacao
internacional, o pais abriu novos e importantes mercados, criando novas

perspectivas de crescimento e participacdo no cenario mundial (AVESITE, 2009).

Nesse sentido, o Coronavirus dos perus (TCoV - Turkey Coronavirus)
ocasiona uma doenca entérica aguda e altamente contagiosa nas aves, inicialmente
denominada de “doenca da crista azul”’, sendo esta primeiramente, identificada em
perus em 1951 (SAIF et al., 1990; GUY et al., 1997). Nas décadas de 1950 e 1960,
nos Estados Unidos e Canadd, as severas perdas econdmicas foram atribuidas a
“doenca da crista azul”, assim como 23% de toda a mortalidade dos plantéis de
perus em Minnesota-USA. Esforcos para identificar a etiologia da “doenca da crista
azul” que perdurou por um periodo de 20 anos, até que em 1973, finalmente, o
Coronavirus grupo Il foi incriminado como o agente etiolégico (GUY et al., 2004).

Segundo o Comité Internacional para Taxonomia de Virus (ICTV), os

Coronavirus séo classificados na ordem Nidovirales, familia Coronaviridae, na qual



compreende o0s géneros Coronavirus e Torovirus. O género Coronavirus é
subdividido em trés grupos definidos de acordo com diferengcas antigénicas
identificadas por analises sorologicas, analises nas sequéncias de nucleotideos,
epitopos presentes na glicoproteina do envelope e também hospedeiros naturais
(CAVANAGH & NAQI, 1997). Os Coronavirus do grupo | e Il podem infectar muitas
espécies de mamiferos, incluindo humanos, suinos, caes, gatos, equinos, bovinos e
roedores. Os Coronavirus do grupo lll podem infectar aves domésticas, incluindo o
virus da bronquite infecciosa das galinhas (IBV), Coronavirus dos perus (TCoV) e
Coronavirus dos faisbes (PhCoV) (CAVANAGH & NAQI, 1997; CAVANAGH &
DAVIS 1998; BRESLIN et al.,1999; CAVANAGH et al., 2002; LIN et al., 2002).

As doencas predominantemente associadas aos Coronavirus sao infeccoes
entéricas e respiratorias, entretanto doencas hepaticas e neurologicas podem
ocorrer. O IBV causa uma doenca respiratoria aguda nas galinhas, enquanto que o
TCoV causa enterite nos perus (SCHULTZ-CHERRY et al., 2000).

As particulas virais dos Coronavirus sao envelopadas, possuindo como
genoma uma fita de RNA simples, ndo segmentada com sentido positivo, com
morfologia normalmente caracterizada de pleomérficos quando observados a
microscopia eletrénica. O didmetro da particula viral varia entre 50 a 150 nm. O
virion possui um envelope formado por uma bi-camada lipidica da qual se projetam
as proteinas da matrix viral (M), glicoproteina (Spike protein - S), hemaglutinina
estearase (HE — 120-140 kilodaltons [kDa]), dando uma aparéncia morfologica de
coroa solar (do latim corona). As trés maiores proteinas estruturais da particula viral
incluem a S (90-180 kDa), M (20-35 kDa) e a proteina do nucleocapsideo (N — 50-60
kDa) (GUY, 2000).

A hemaglutinina estearase (HE) é uma proteina exclusiva dos Coronavirus do
grupo Il, sendo este um gene homadlogo ao do virus da Influenza tipo C, sugerindo
que o precursor dos Coronavirus do grupo Il adquiriu HE como resultado de eventos
de recombinacdo num hospedeiro com dupla infeccdo (LOA et al., 2004; ISMAIL et
al., 2001)

A proteina S (glicoproteina) é a principal proteina estrutural do envelope. Esta
confere a aparéncia espiculada do virion, e € o principal alvo para anticorpos
neutralizantes. Contém epitopos especificos, sendo altamente variaveis entre 0s
diferentes Coronavirus. A subunidade S2 forma a haste da espicula, responsavel

pela fusdo de membranas e formacao de sincicios. A subunidade S1 forma o bulbo



da proteina S, € muito mais variavel que a subunidade S2, e apresenta a funcao
biolégica de ligacao do virus as células pela fuséo do envelope viral com a superficie
celular. Em contraste, as proteinas M e N sdo mais conservadas entre os diferentes
grupos antigénicos. A proteina M tem como funcdo principal a montagem da
particula viral, formando a estrutura do envelope (ISMAIL et al., 2001). A proteina
nao-estrutural mais estudada dos Coronavirus € a RNA polimerase RNA-
dependente, que é produto do gene 1 (pol). Esta proteina é responsavel pela
transcricao e replicacao viral, sendo altamente conservada mesmo entre espécies de
grupos diferentes entre os Coronavirus (STEPHENSEN et al., 1999).

Baseado nas técnicas de imunofluorescéncia e imunoperoxidase, o TCoV
realiza sua replicacdo primaria, primariamente nos enterdcitos do jejuno e ileo,
predominantemente no apice da vilosidade intestinal, e no epitélio folicular e inter-
folicular da bursa de Fabricius. Em embrides inoculados, a replicagdo ocorre
exclusivamente nas células do epitélio intestinal e epitélio da bursa de Fabricius. O
processo de transcricdo viral ocorre no citoplasma celular, e o TCoV adquire o
envelope pelo processo de brotamento, adquirindo membranas lipoproteicas do
reticulo endoplasmético e aparelho de Golgi (CAVANAGH & NAQI, 1997) .

As lesdes macroscopicas séo vistas primariamente nos intestinos e bursa
de Fabricius. Nesse sentido, duodeno e jejuno geralmente ficam palidos e
flacidos, e o ceco distendido e com conteudo aquoso, acompanhados de atrofia

de bursa, além de emaciacao e desidratacéo (JINDAL et al., 2009a).

As lesBes microscoOpicas sdo observadas nos intestinos e bursa dos
animais infectados. Nos intestinos ocorre o encurtamento das vilosidades, o
aprofundamento das criptas e diminuicdo do diametro intestinal. Observa-se a
separacdo da lamina prépria dos enterdcitos e sua infiltracdo por heterdfilos e
linfécitos, células de defesa. Mudancas nas células epiteliais também séo vistas
na bursa de Fabricius apds dois dias de infec¢cdo, como necrose e hiperplasia,

assim como intensa inflamacao heterofilica (SAIF et al., 1985).

A enterite por TCoV afeta perus de todas as idades e tem periodo de
incubacdo de um a cinco dias, com morbidade podendo chegar a 100% e a
mortalidade pode estar associada a aves jovens, variando entre <10 a 50 % ou mais,
e em aves adultas ela é debilitante. Os perus com enterite por Coronavirus



apresentam depressao, anorexia, hipotermia, desidratacdo, perda de peso e
secrecdo nasal (CATTOLI et al., 2006; CULVER et al., 2006).

O virus também tem sido associado como um dos agentes envolvidos na
“Sindrome da Enterite e Mortalidade dos Perus (PEMS - Poults Enteritis and
Mortality Syndrome), uma doenca caracterizada por alta mortalidade, severo déficit
no crescimento e imunodisfungéo, resultado da atrofia dos érgaos linfoides como
timo, bursa e baco, por estes serem alvos dos agentes da PEMS, com consequente
reducdo na resposta primaria de anticorpos (SAIF, 1985).

A etiologia da PEMS, ainda, € desconhecida. Muitos agentes virais, incluindo
Coronavirus, Virus da doenca infecciosa da bursa, Rotavirus (grupo D), Reovirus e
Adenovirus tém sido identificados em perus com PEMS. Além do Coronavirus, outro
virus fortemente associado a PEMS é um Astrovirus. Além disso, bactérias podem
exacerbar as consequéncias de uma infeccéo viral, entre elas a Escherichia coli
(JINDAL et al., 2009a). Na Carolina do Norte, aonde se concentram 0S maiores
grupos de pesquisa na area, o TCoV foi identificado em 63% dos lotes apresentando
PEMS (SCHULTZ-CHERRY et al., 2000; JINDAL et al., 2009b).

Os TCoV sao eliminados nas fezes de aves infectadas, com transmisséo
horizontal, a partir de ingestdo de fezes contaminadas e de materiais contaminados
com fezes, respectivamente. O TCoV é transmitido rapidamente no plantel ou de um
plantel a outro. Os principais vetores mecanicos do virus sdo o homem,
equipamentos, veiculos, assim como aves selvagens, roedores, caes e insetos (GUY
et al., 1997).

N&o existe vacinagdo para TCoV, sendo o controle da enfermidade muito
importante, uma vez que o tratamento para a doenca geralmente nao obtém
sucesso, e ndo ha medicamento que previna a infec¢cdo. Além disso, a enterite por
Coronavirus nao é facilmente eliminada em areas com alta concentracdo de perus.
Portanto, deve-se aumentar 0 monitoramento quanto a presenca do virus nos lotes,
e atuar com medidas preventivas, onde as de higiene sado fundamentais (PANTIN-
JACKWOOD et al., 2007). Os animais devem, preferencialmente, ser separados por
idade, pois este € um elemento essencial para reduzir a incidéncia da doenca.
Outras medidas de biosseguranca devem ser tomadas, como remoc¢do de aves
mortas, diminuicdo do trafico motorizado nos locais, desinfeccdo de veiculos e
sapatos, considerando que o virus € excretado em grandes quantidades nas fezes,

qualquer criatura, inclusive os humanos podem espalhar a doenca, além de outros



animais domésticos. O Coronavirus bovino (BCoV), em infeccbes experimentais, foi
capaz de causar a doenca em perus (ISMAIL et al., 2001), portanto deve-se obter
medidas de seguranca quando houver trafego entre essas duas espécies.

Durante a década de 1980, analises sorolégicas indicavam que o TCoV era
antigenicamente proximo ao BCoV, sendo colocado no mesmo grupo Il do
Coronavirus. Esta classificacdo permaneceu até o final da década de 1990,
guando pesquisas demonstraram que os Coronavirus isolados de casos de
enterite em perus, sdo geneticamente e antigenicamente similares ao virus da
bronquite infecciosa das galinhas (IBV - infectious bronchitis virus) (GUY et al.,
1997; LOA et al.,, 2004; BRESLIN et al., 1999). Os resultados revelaram a
existéncia de 85 a 90% de similaridade em ambos o0s virus estudados,
principalmente, nos genes que codificam as proteinas M e N sendo uma
porcentagem alta, ja que estirpes de IBV diferem entre si nha mesma proporcao.
Na regido gene que codifica a glicoproteina (spike gene), onde recentes estudos
revelaram que TCoV e IBV possuem 34% de similaridade, sendo esta baixa se
comparada entre as estirpes de IBV que possuem similaridade, entre si de 75 a
85%, e em alguns sorotipos 60% (GUY et al., 2000).

Breslin et al. (1999) demonstraram também que a regido 3 UTR
(untranslated region) possui 90,8 - 96,0% de similaridade entre os tipos de TCoV
quando comparados entre si, 78,5 - 94,4% de similaridade com o IBV e menos de
30% de similaridade com BCoV.

A organizacdo genbmica do IBV é: 5'-replicase- S-3-M-5-N-3'UTR. Da
mesma forma, os Coronavirus dos perus e dos faisbes apresentam a mesma
estrutura: 5 -replicase-S-3-M-5-N-3"-UTR. Consequentemente, a classificacdo ficou
mais clara onde tanto o IBV, como o TCoV e PhCoV foram classificados no mesmo
grupo 3 (CAVANAGH et al., 2002), diferentemente dos Coronavirus dos mamiferos,
gue por usa vez, sao sub-divididos em grupo | e Il (CAVANAGH et al., 2002 apud
ENJUANES & CAVANAGH, 2001). O sequenciamento também demonstrou que
estes trés Coronavirus, de perus, faisdes e galinhas possuem 97% de homologia em
seu genoma, portanto, sdo muito semelhantes. Entretanto, quando se avaliam seus
aspectos biologicos, podem ser observadas diferencas marcantes. Diante das
andlises antigénicas e levando-se em consideracdo a genética dos Coronavirus do

grupo lll, foram evidenciadas cinco espécies de aves susceptiveis a0 mesmo



Coronavirus, semelhantes ao IBV, na Europa e USA (CAVANAGH et al.,, 1997,
CAVANAGH et al., 2002).

A extensdo da infeccdo por Coronavirus em perus, além da Inglaterra e
América do Norte, era desconhecida (CULVER et al., 2006), até 2007, quando
Teixeira et al. (2007) descreveram a sua ocorréncia pela primeira vez. O diagnostico
da infeccdo por TCoV geralmente necessita de suporte laboratorial, assim como
outros patdgenos de perus que podem provocar sinais clinicos e lesdes
semelhantes. Os meios de diagnostico sdo baseados no isolamento viral (1V),
microscopia eletrénica (ME), sorologia, ou identificagdo de antigenos ou RNA viral
de tecidos ou conteudos intestinais, bem como da bursa de Fabricius (WOOLCOCK
& SHIVAPRASAD, 2008; CARDOSO et al., 2008)

Além do isolamento viral, os meios diagndsticos mais frequentemente
utilizados para detectar infecgcdo por TCoV sao a imunofluorescéncia (IF) direta e
indireta em cortes de congelacédo, a imunoperoxidase (IP), microscopia eletronica
(ME), imuno ME, ELISA de captura e a reacdo de PCR (WOOLCOCK &
SHIVAPRASAD, 2008).

Teste de imunofluorescéncia indireta e Imunoperoxidase sdo baseados em
métodos com anticorpos que sdo mais simples e mais rapidos do que o isolamento
do virus, mas a sensibilidade é muito baixa. A partir da disponibilidade de
informacbes das sequéncias TCoV, a RT-PCR tem sido desenvolvida por
apresentar alta especificidade e sensibilidade. A RT-PCR tem sido utilizada para a
deteccdo TCoV em amostras fecais e conteddo intestinal de perus infectados
(BRESLIN et al., 2000; LOA et al., 2006a; CARDOSO et al., 2008).

A técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para deteccao de
acidos nucléicos de amostras clinicas tem a vantagem de ser mais sensivel e
especifica se comparada com outros métodos diagndsticos convencionais
(BRESLIN, et al., 1999). Entretanto, a sensitividade e especificidade da PCR podem
ser influenciadas pela natureza das amostras, pois algumas amostras podem conter
inibidores inespecificos da polimerase usada na técnica, diminuindo a sensitividade
da PCR, sendo que para manté-la alta, pode ser necessaria a purificacdo prévia do
DNA/ RNA para remover estes inibidores, evitando resultados falso-negativos.

Para se detectar Coronavirus das aves pela técnica de RT-PCR, muitos

isolados de IBV, TCoV e PhCoV foram seqiienciados, principalmente a regido da



glicoproteina (S). Em virtude da alta variabilidade deste gene entre os virus, ele ndo
€ 0 mais adequado para selecionar as sequéncias com as quais sado feitos os
oligonucleotideos iniciadores (primers) para a detec¢do dos Coronavirus do grupo
[ll. A outra regido mais sequenciada € a do gene no nucleocapsideo N e da regiédo
3'UTR. Os nucleotideos da regido 3'UTR é uma das partes mais conservadas do
genoma do IBV, sendo essencial para replicagao. A partir disto, foram desenhados
primers UTR3-/UTR4+ para detectar 25 isolados diferentes de IBV, entdo estes
foram modificados com sequéncias adicionais dando origem aos primers UTR11-/
UTR41+ tornando-se vidveis para deteccdo de TCoV e outras novas estirpes de
IBV. Os primers UTR11-/ UTR41+ tém demonstrado serem efetivos e sensiveis para
a RT-PCR, sendo utilizados para diversas espécies de aves confirmando a natureza
altamente conservada da regido 3'UTR (ADZAR et al., 1996). Devido a similaridade
gendmica e antigéncia do IBV e TCoV, a técnica de RT-PCR para detecgcdo de
TCoV em perus foi desenvolvida com primers previamente utilizados para a
deteccao do IBV (TEIXEIRA et al., 2007)

Stephensen et al. (1999) utilizaram os primers 2Bp e 4Bm para amplificar uma
regido conservada do gene RNA-dependente de RNA polimerase (gene pol) entre
diferentes Coronavirus que, inicialmente, foram utilizados para diagnosticos de
TCoV a partir de amostras intestinais. Entretanto, os resultados dessas reagdes de
PCR néo foram consistentes em muitas triagens. Além do mais, os ciclos utilizados
foram longos e complicados em comparacdo com a utilizagdo de outros primers
descritos em outros estudos. Nesse sentido, Breslin et al. (1999) demonstraram
através de estudos que RT-PCR é um método sensivel e especifico para detectar
TCoV de conteudos intestinais, sendo mais sensivel que a imunoistoquimica,
menos laboriosa e menos dispendiosa de tempo que o isolamento viral, pois a RT-
PCR pode ser completada num periodo de 24 horas, sendo portanto uma alternativa

para os procedimentos convencionais de diagndstico.

Recentemente foi descrito o método de RT-PCR em tempo real para
deteccdo especifica de TCoV usando sondas fluorescentes duplamente
marcadas. Este, por sua vez, foi empregado para detecgdo e quantificacdo do
RNA viral (TCoV) em fragmentos intestinais, swabs cloacais de fezes e
excrementos fecais. A utilizacdo de primers desenhados e sondas podem

distinguir TCoV de outros agentes patogénicos, incluindo E. coli, Salmonella,



rotavirus, reovirus, enterovirus, virus da gripe aviaria, doenca de Newcastle virus,
herpesvirus, e outros coronavirus (CCoV, BCoV, TGEV, FIPV e IBV) (CHENG et
al., 2009).

Outro agente infeccioso, incriminado de participar dos quadros de enterite
em perus, agravando os sintomas da PEMS, é o Astrovirus dos perus (TAstV-
Turkey Astrovirus). Este agente viral foi primeiramente identificado em 1980
(THOUVENELLE et al., 1995), em amostras clinicas de fezes de perus com
quadros de diarréia e, subsegientemente, em estudos experimentais, que 0
incriminaram como um dos principais, e em alguns casos, um agente secundario
associado aos TCoV nos quadros de PEMS nos USA (KOCI & SCHULTZ-
SCHERRY, 2002). Os estudos direcionados na busca da identificacdo dos TAstV
continuaram desde a década de 80, até recentemente, ser isolado de quadros de
PEMS (BEHLING-KELLY et al., 2002; KOCI & SCHULTZ-CHERRY, 2002). Este
novo virus foi denominado de TAstV-2, por ser geneticamente diferente do
descrito previamente, compartilhando somente 35% da sequéncia genémica do
seu capsideo com o TAstV-1 (TANG & SAIF, 2004; TANG et al., 2005a; TANG et
al., 2005b; TANG et al., 2006).

Os Astrovirus sao particulas ndo envelopadas com RNA de sentido
positivo e fita simples 6.8 a 7.9 Kb de comprimento com a terminacao
3'poliadenilada. Na regido adjacente a esta regido poly (A) cerca de 110
nucleotideos dos astrovirus humanos (HastV) sdo altamente conservados.
Segundo relatam Koci & Schultz-Cherry (2002) o segmento gendmico dos
Astrovirus aviarios basicamente compreende uma regido 5 n&o traduzida
(5"UTR) , seqguido de trés regides de leitura, seguida da regido 3 UTR e
finalizando a cadeia de poly (A). Nesse sentido, Johansen et al (1998) revelaram
através de sequénciamento a existéncia de uma regido RNA motif inserida na
terminacdo 3'UTR comum aos Astrovirus, Coronavirus do grupo Ill (virus da
bronquite infecciosa das galinhas) e rhinovirus eqiino, sugerindo uma
recombinacdo nos respectivos ancestrais virais. Um fato importante na estrutura
dos astrovirus € a auséncia da regido s2m na terminacdo 3'UTR, presente em
outros subtipos aviarios e mamiferos, e presente também nos Coronavirus
pertencentes ao grupo lll. Dessa forma, oligonucleotideos direcionados para esta

regido diferenciam estes agentes virais entre si tornando-se uma ferramenta



importante no controle das reacdes de RT-PCR em geral (SELLERS et al., 2004,
SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2009).

Em avicultura, os AstV estdo associados a problemas sanitarios graves em perus,
0 que pode acarretar em um aumento dos indices de mortalidade nos surtos de
enterites. O primeiro protétipo deste virus foi isolado e identificado como TAstV-1
em 1980, e duas décadas apos, isolou-se o TAstV-2 nos USA, proveniente de
perus com quadros de enterite apresentando alteracées no timo e na bursa de
Fabricius (SCHULTZ-CHERRY et al., 2000). Recentemente, Tang et al. (2005)
demonstraram que os dois isolados TAstV 1987 e TAstV 2001 classificados em
dois sorotipos na virus neutralizacdo, sdo 73.3% idénticos na andlise de
nucleotideos e 82,8% nos aminoacidos. Na tentativa de elucidar esses achados,
Pantin-Jackwood et al. (2006) analisaram a diversidade genética dos isolados de
TAstV-2 nos USA dos genes polimerase e do capsideo. Os resultados obtidos
foram surpreendentes, onde foram evidenciados rearranjos entre genes da
polimerase e do capsideo de isolados coletados de diferentes lotes em uma
mesma propriedade, no mesmo dia. Apesar do gene da polimerase, neste estudo
apresentar mais estabilidade e ser mais conservado, técnicas de RT-PCR tém
sido desenvolvidas e padronizadas nos genes do capsideo viral (SAIF et al.,
2005; LOA et al., 2006).

Até a presente data, o0 método de diagndstico mais utilizado na deteccéo de
TAstV, causando infeccdo em perus, € a microscopia eletrénica. Entretanto,
somente 10% das particulas virais analisadas ao microscopio eletrbnico apresentam
o formato de estrelas com cinco ou seis pontos bem distintos, tornando esta
metodologia pouco confiavel. Ademais, os custos que envolvem o diagndstico de
lotes de perus com o0 uso de microscopia eletronica sdo inviaveis em termos
praticos (KOCI & SCHULTZ-CHERRY, 2002).

A técnica de imunofluorescéncia tem sido descrita como uma metodologia
ndo aplicavel a deteccdo de Astrovirus em materiais clinicos, o que difere dos
TCoV, onde os cortes de congelamento sdo comumente utilizados para diagnéstico
pelo uso da imunofluorescéncia (KOCI et al., 2000). Neste contexto, as técnicas
moleculares, tal como a RT-PCR simples ou multiplex RT-PCR tém sido
empregada, como a unica ferramenta de diagnéstico na detecgéo de Astrovirus em
perus (KOCI et al.,, 2000; MATHEW et al., 2000; JOHANSEN et al.,, 2001;



JONHANSEN et al.,, 2003; SELLERS et al.,, 2004a; SELLERS et al., 2004b;
SPACKMAN et al., 2005a; SPACKMAN et al., 2005b; TANG et al., 2005; TANG et
al., 2005; PANTIN-JACKWOOD et al., 2006a; PANTIN-JACKWOOD et al., 2006b;
PANTIN-JACKWOOD et al.,, 2007; PANTIN-JACKWOOD et al., 2008a; PANTIN-
JACKWOOD et al., 2008b; SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2009).

Em um levantamento de doencas entéricas, € comum a deteccdo do
astrovirus em 78 al00% dos planteis de perus, e também se sido associado com a
PEMS (SAIF et al., 1985; PANTIN-JACKWOOD et al., 2008a; PANTIN- JACKWOOD
et al., 2008b). Infeccdes por Astrovirus em perus causam um diminuicdo significante
na absorc¢do intestinal de D-xylose e também um diminui¢do especifica na atividade
da maltose resultando em ma digestdo de dissacarideos e subsequentemente
diarréia osmotica (THOUVENELLE et al., 1995). Em recentes estudos tem sido
demonstrado que os Astrovirus podem aumentar a permeabilidade da barreira
intestinal, o que poderia levar ao aumento da secrecdo de fluidos para o lumen
intestinal. (KOCI et al., 2004). Segundo Pantin-Jackwood et al. (2008a) o principal
local de replicacdo do virus € no citoplasma das células epiteliais (enterocitos)
responsaveis pela absor¢cdo de nutrientes no jejuno, entretanto a replicacdo viral
também pode ocorrer nas células da cripta, mas ndo é comum, bem como em outras
porcdes do intestino.

O TAstV pode ser isolado em ovos embrionados de galinhas e de perus pela
inoculacdo de suspensfes clinicas na cavidade amniética ou alantdide, entretanto
testes sorologicos que evidenciem anticorpos produzidos pela infeccdo sao ainda
inexistentes. Os Astrovirus em geral sdo altamente resistentes as condicoes
ambientais e sobrevivem a tratamentos com o0s mais diversos tipos de
desinfetantes, propriedades biolégicas semelhantes aos picornavirus e o virus da
anemia aviaria (SCHULTZ-CHERRY et al., 2001).

Esses mesmos resultados foram encontrados quando foram submetidas
particulas virais purificadas de TAstV a inativacdo com 10% de hipoclorito,
entretanto sensivel a 0.3% formaldeido, 1.5% Virkon, 0.1% de B-propiolactona e
90% de alcool metilico. Os TAstV séo, da mesma forma, altamente resistentes a
temperaturas muito elevadas e pH muito baixos (SCHULTZ-CHERRY et al., 2001).

Outro fato interessante foi a recente descoberta que diferencas genéticas na

composicdo do capsideo viral ndo interferem na patogenia do TAstV-2 (PANTIN-



JACKWOOD et al., 2008a). Nesse sentido, trabalhos anteriores que demonstraram
diferencas quanto a patogenia do TAstV-1 e TAstV-2 (KOCI et al., 2003). Ademais,
em um estudo quanto a presenca de agentes virais como TCoV, Reovirus,
Rotavirus e TAstV-1 e 2, em lotes de perus sadios até 60 dias, os mais frequentes
foram TAstV-2 e o0 Rotavirus (PANTIN-JACKWOOD et al., 2007; PANTIN-
JACKWOOD et al., 2008b; JINDAL et al., 2009a; JINDAL et al., 2009b).

Em face da importancia econbmica, que esta doenca causa has aves
acometidas, estudos experimentais tém sido conduzidos, descrevendo 0s principais
efeitos patolégicos e, propriamente a patogenia da infeccdo pelos TAstV-2. A
localizac&o das particulas virais pela técnica de in situ hibridizacdo (ISH) em perus
experimentalmente infectados com a estirpe TAstV-2 isolado nos USA foram
detectadas (BEHLING-KELLY et al.,, 2002). No terceiro dia apés a infeccao,
intestinos, bem como o ceco, apresentaram lesfes macroscépicas de paredes
dilatadas e finas, com abundante conteldo intestinal, aquoso, amarelado com odor,
e vesicula aumentada de tamanho. O timo e a bursa de Fabricius apresentaram
atrofia, quando comparada com o controle. Trabalhos mais recentes evidenciaram
que o TAstV-2 ocasiona diarréia, sem entretanto, ocasionar inflamacdo e morte

celular por apoptose (KOCI et al., 2003).

Diante de todo exposto e, face aos escassos trabalhos existentes com TCoV
e TAstV-2 no Brasil, aliado ao crescimento acentuado da producdo de perus no
mercado nacional, com destaque no mercado mundial, decidimos empreender a
presente investigacdo que visa detectar a co-infeccao de TCoV e TAstV-2 em perus
experimentalmente infectados pela técnica de RT-PCR in situ hibridizacdo. Ademais,
€ importante determinar a ocorréncia destes agentes virais envolvidos nos quadros
de enterite e diarréia com concomitante analise histopatolégica, no sentido de se
evitar no Brasil a ocorréncia das sérias perdas econémicas encontradas nos Estados
Unidos e Canadéa. Neste sentido, a detec¢do precoce do virus por meio de métodos
de diagndstico rapidos, especificos e sensiveis, pode colaborar para que sejam

tomadas medidas adequadas de biosseguranca no controle e profilaxia da doenca.

2. OBJETIVO



Detectar a presenca de RNA viral correspondente a regido 3'UTR do TCoV e gene
da polimerase viral do TAstV-2 em cortes histolégicos com o uso da técnica de RT-
PCR in situ em cortes histologicos das porc¢des do intestino (ileo e juncéo ileo cecal

e Ceco).

3. CONCLUSAO



A técnica de RT-PCR in situ hibridizacdo padronizada na presente investigacao foi
capaz de evidenciar RNA viral (TCoV e TAstV-2) no citoplasma dos enterdcitos,

predominante na regido da juncdo ileo-cecal de perus experimentalmente
infectados.
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RESUMO

O presente estudo descreve o desenvolvimento e a aplicagdo da reacdo de
transcricdo reversa in situ em cadeia da polimerase (RT-PCR in situ), para detectar a
co-infeccdo experimental de perus de 1-dia de idade com Coronavirus (TCoV) e
Astrovirus (TAstV-2) isolados de casos clinicos no Brasil. A primeira etapa da reagéo
consistiu na preparacao especifica de sondas de DNA biotiniladas homologas ao
gene da polimerase viral do TAstV-2 e da regidao 3'UTR do TCoV. Foram utilizados
cortes histologicos de intestino correspondendo as regides do ileo, juncéo ileo-ceco
e ceco para avaliar a reacédo de RT-PCR in situ. Para permeabilizacdo tecidual uma
digestdo foi aplicada com 10 pg/ul proteinase K por 30 min. Na etapa de
hibridizacdo, as sondas de DNA homologo as regides genbmicas virais ligadas a
biotina foram diluidas na concentracdo de 2ug/ul na solucdo de hibridizacdo e
incubadas overnight a 42°C. Em seguida, uma diluigdo Otima do anticorpo
monoclonal anti-biotina acoplado a fosfatase alcalina e a peroxidase foram
aplicados, para TAstV-2 e TCoV, respectivamente. O substratos diaminobenzidina
3,3 (DAB) e FastRed [ foram utilizados para identificar a hibridizacdo das regides
homologas correspondentes ao TCoV e TAstV-2, respectivamente. A reacao positiva
foi visualizada por deposicdo de pigmento vermelho (TAstV-2) e marrom
acastanhado (TCoV). Em relacdo a localizacdo dos genes virais amplificados, foram
confirmados nas células da base (células caliciformes) e ao longo das vilosidades
intestinais principalmente no citoplasma dos enterdcitos de forma difusa para ambos
os virus. Marcacgdes positivas também foram evidenciadas na submucosa proximas
as regibes com intensa congestao vascular. Em concluséo, a técnica de RT-PCR in
situ padronizada no presente estudo demonstrou capacidade de detectar RNA viral
promovendo uma desejavel associacao entre o diagnostico morfolégico e molecular
a ser utilizado na medicina veterinaria.

Palavras-chave: Perus, enterite viral, diagnéstico, PEMS.



1. INTRODUCAO

No Brasil, Turkey Coronavirus (TCoV) e Turkey Astitus (TastV) foram descritos
recentemente pela primeira vez, afetando aves coageisuspeitas de sofrerem de PEMS
Poults Enteritis and Mortality Syndrome (Teixeitak, 2007; Silva et al., 2008).

As particulas virais dos coronavirus grupo Il sfovelopadas, possuindo como
genoma uma fita de RNA simples, ndo segmentadasatido positivo, com morfologia
normalmente caracterizada de pleomorficos quandersados a microscopia eletrdonica de
transmissdo. O diametro da particula viral varieeB0 a 150 nm. O virion possui um
envelope formado por uma bi-camada lipidica conjegiees denominadas glicoproteinas S
(90-180 kDa). As proteinas estruturais compreendemmatrix viral (M), glicoproteina,
hemaglutinina estearase (HE — 120-140 kilodalt&i¥a]), com aparéncia morfolégica de
coroa solar (do latim corona). As trés maioresginats estruturais da particula viral incluem
a M (20-35 kDa) e a proteina do nucleocapsideo §8-60 kDa) (Guy et.al.,1997).

Outro agente infeccioso, envolvido nos quadros rderige em perus, agravando 0s
sintomas da PEMS, é o Astrovirus dos perus (TAaixkdy Astrovirus). Este agente viral foi
primeiramente identificado em 1980, em casos d&ide amostras fecais de perus com
diarréia (Guy et al., 1997). Estudos experimentsnonstram que o0s Astrovirus sdo
considerados um dos principais agentes, tambémdquassociado aos TCoV nos casos de
PEMS nos USA (Koci et al., 2002). TastV sédo paki€wnado envelopadas com RNA de
sentido positivo e fita simples 6.8 a 7.9 Kb de pomento com a terminacao
3’poliadenilada. Na regido adjacente a esta regidy (A) cerca de 110 nucleotideos dos
astrovirus humanos (HastV) sdo altamente consesvado

Métodos atuais para descricdo desses patdgenos asos clinicos incluem:

microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), imuistouimica (IHQ), imuno-MET,



ELISA de captura, imunofluorescéncia, transcrigéiersa-reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR), isolamento viral (VI) (Breslin et al. ZDOKoci et al., 2000; Barnes et al., 2003,
Spackman et al., 2005; Cardoso et al., 2008).

Diante de todo exposto, face aos escassos trabaksientes com TCoV e TastV-2
no Brasil, aliado ao crescimento acentuado da gémde perus no mercado nacional, com
destaque no mercado mundial, o presente estudstigoe a deteccdo da co-infeccdo de
TCoV e TastV-2 em perus, pela técnica de RT-PCRsiin hibridizacdo, em cortes

histolégicos da porcéo do ileo, juncéo ileo-cecd .

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

Aves de 1-dia de idade foram mantidas e infectadss procedimentos descritos
anteriormente (Gomes et al., 2009). Fragmentositéstinos (ileo, juncdo ileo-cecal e ceco)
foram fixados em formol tamponado (pH 7,2) a 10%ikemetidos a histotécnica padrdo de
rotina. Cortes histologicos com espessura dar-foram submetidos a coloracdo de rotina
HE e analisadas ao microscopio oOptico Zeissnodelo Axiolmage A.1. As laminas
preparadas para a avaliacdo histopatoldgica desuoititem anterior foram submetidas ao
processo de desparafinizagéo, re-hidratacdo edavagpm solugdo tamponada de fosfato

PBS 7,4.

2.2. Reacgéo de RT-PCR e producgao das sondas biotagias
Todas as reacgOes de transcricdo reversa e rdacBGR foram realizadas segundo
preconiza Teixeira et al. (2007). Para cada redgéam utilizados GL de RNA para a

transcricdo reversa com o uso das enzimas Sup@dtipe Thermoscript®. As reacdes de



PCR foram realizadas seguindo as recomendacdest da¢Platinum High Fidelity: 94C
por 1 min, 48C por 1 min e 7ZC por 2 min, durante 35 ciclos repetidos em um ¢eratador
marca Eppendorf®, modelo Mastercycler. Os prod@boam visualizados por eletroforese
em 1,5% agarose, com Q@ml de brometo de etideo, detectados e documentpeim

sistema.

2.3. Reagéo de RT-PCR in situ

A técnica de RT-PCR in situ foi realizada em @mmociclador Eppendorf®, modelo
Mastercycler com bloco intercambidvel para adaptad@ |aminas de histopatologia.
Primeiramente, as laminas foram desparafinizadas@ohos consecutivos em solucdes de
xylol, e re-hidratadas com séries de alcool at@@d da RT e PCR. O protocolo utilizado foi
o descrito por Manohar et al. (2007) para o viasco. Uma digestédo proteolitica inicial
com 10 pg/ml de proteinase K por 30 min foi real@ano intuito de favorecer a
disponibilidade das sequéncias de RNA para a redcé&sacao foi interrompida com tampéo
Tris-HCI pH 7,4, 6mM de MgCl e 2mM de CaCl e aquaanto 95°C por 5min. A reacéo de
RT-PCR foi conduzida em duas etapas. Para tantdanasmas foram recobertas com a
mistura: 5x First strand Mix, 1ul de enzima (Supeps Ill e/ou ThermoScript) 1ul de dNTP
mix, 1ul oligodT20, 8ul de RNA, 1ul DTT em um volanfind 12ul. As laminas foram
recobertas com uma laminula e deixadas no termociclador (Mastercycler® da
Eppendorf ) por 45 min 55 com uma etapa a 95T po r 5min para interromper a
atividade de RT. A reagcdo de PCR foi conduzida nas seguintes condi¢des: 1 X
Reaction Mix com a Tag Polimerase Platinum High Fidelity 2,5Ul e os primers da
regido 3UTR (+41 e -11), sendo o anti-sense acoplado a biotina. As concentragdes
foram: 8ul do cDNA, 1ul de cada primer, 1ul Tag Polimerase High Fidelity Para evitar

evaporacdo as laminas foram recobertas com laminulas e seladas com selante



apropriado (silicone). Para evitar a atividade de peroxidase endogena foi utilizado o
bloqueio de todas as laminas com peroxido de hidrogénio 3% em alcool metilico.
Para efeito de controle negativo, foram utilizadas cortes histologicos dos 6rgaos
correspondentes, obtidas de embribes de perus sadios. A interpretacdo dos
resultados foi realizada para determinar a marcacdo do RNA viral nas células
infectadas. Esta etapa constituiu de hibridizacdo das sequéncias amplificada. Nesse
sentido, os produtos da reacdo de RT-PCR de tamanho 250pb e 606pb
correspondem as sondas biotiniladas para TCoV e TAstV-2, respectivamente. A
construcdo dos produtos de RT-PCR biotinilados foi realizada pela extracdo de RNA
viral com o KIT PureLinkO viral RNA/DNA (Invitrogend), e a amplificacdo pela
técnica de RT-PCR com o KIT One-Step Superscript lll/platinum Taq Polymerase
High Fidelity (Invitrogen(). As condi¢cfBes foram as mesmas ja descritas por Teixeira

et al. (2007) e Silva et al. (2008).

2.4. Reacéao de hibridizacao

A reacdo de hibridizacdo iniciou com desparafinizacdo e re-hidrtacdo e
lavagens dos cortes histolégicos, seguidas pelo aquecimento dos produtos de RT-
PCR in situ (sonda) a 98°C por 8 min, mantidos em 4°C diluidos na concentragdo de
2ug/pul em uma solucado de hibridizacdo (50% de formamida, 5% soro albumina
bovina, 0,02% de SDS e solugdo de citrato de sédio 5X — SSC). ApOs esta etapa,
foram adicionados aos cortes histolégicos, solucdo de hibridizacdo, e aquecidos a
mesma temperatura e tempo. Em uma camara Uumida, foram acondicionados o0s
cortes histolégicos recobertos com produtos biotinilados por 18 horas, selados com
parafilme. Transcorrido o periodo de incubacao, os parafilmes foram removidos e as

laminas lavadas em solucéo de hibridizagdo sem SDS e com valores decrescentes



de solucéo de citrado de sodio: 0,1X SSC (solucao citrato de sodio) (D) e 1X SSC
(C), aquecidas em banho maria 56 °C por 15 minutos cada. Apds essa etapa, 0s
cortes foram re-fixados com paraformoldeido 4% por 20 minutos. O sinal foi
detectado incubando-se as laminas com peroxidase-acoplado a estreptavidina para
TCoV e fosfatase alcalina acoplada a estreptavidina para o TAstV-2 (Sigma-
Aldrich®) em PBS diluido 1:200, sendo respectivamente coradas com DAB (TCoV) e
FastRed™ (TAstV-2) e contra coradas com hematoxilina Meyer e Harris
respectivamente. A visualizacdo e documentacdo das laminas foram realizadas pelo
microscopio Zeissll, modelo Axionimage A.1 e Software Zeiss[], modelo AxioVision

4.7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados referem-se a infeccdo experimental de perus
jovens com o TCoV (Teixeira et al., 2007) e Astrovirus tipo 2 (TAstV-2) isolados no
Brasil (Silva et al.,, 2008; 2009). As lesdes microscopicas da PEMS foram
caracterizadas por achatamento, vacuolizacdo e destacamento das vilosidades;
alteracdo na distancia entre o apice das vilosidades e a cripta, descamacdo dos
enterocitos. Alteragbes como producdo de muco, infiltrado inflamatorio,
desintegracéo do tecido conjuntivo e desorganizacdo das vilosidades para ambos os
virus foi visualizada. Em relacdo a reagdo de RT-PCR in situ associada a
hibridizacéo, a localizacdo do gene correspondente no RNA viral, foi confirmada nas
células da base, ao longo das vilosidades e nas células em descamacéao para TCoV
e TAstV-2, respectivamente. A reacdo positiva foi observada com deposicdo de

pigmento vermelho (Fig. 1) e marrom acastanhado (Fig. 2), no citoplasma dos



enterocitos do epitélio intestinal na submucosa e proxima as regides de descamacéao
celular.

No presente estudo foi descrito, pela primeira vez, a distribuicdo de TAstV-2 e
TCoV em porc¢des do intestino de perus experimentalmente infectados com o uso da
técnica de RT-PCR in situ hibridizacdo. Na deteccéo do gene da polimerase viral do
TAstV-2 e da regido 3'UTR do TCoV, em relacdo a imunomarcacao, as regides do
ileo, ileo-cecal, ceco ndo apresentaram diferenca entre si. Vale ressaltar que, a
técnica RT-PCR in situ tem sido utilizada no diagndstico de outras enfermidades
semelhantes, como a doenca infecciosa da bursa de Fabricius (Cardoso et al.,
2008b). Ademais, a grande vantagem da utilizacdo desta metodologia foi a
associacao entre as lesdes microscopicas com a marcacao RNA viral. Entretanto, o
grande obstaculo encontrado foi o processo de digestdo tecidual. Os tecidos de
perus jovens demonstraram maior susceptibilidade a digestdo com a proteinase K,
ocasionando a destruicdo do tecido conjuntivo com destacamento dos cortes das
laminas histolégicas. Dessa forma, foram testadas diferentes concentracdes, até
obter a melhor condicao para uso (resultados néo apresentados).

As regides gendmicas, 3'UTR do TCoV (Cavanagh et al., 2001) e o gene da
polimerase viral do TAstV-2 (Breslin et al., 1999) tém sido descritas como eficientes
para o diagnostico veterinario pela reacdo de RT-PCR convencional. O preé-
tratamento dos tecidos antes da realizacéo da técnica com proteinase K foi suficiente
para promover a permeabilizacdo dos componentes, como enzimas
oligonucleotideos e etc. Essa enzima j& foi descrita em outros estudos com o mesmo
proposito (Praveena et al., 2007; Cardoso et al., 2008b). Existem varios estudos

utilizando a digestdo enzimética tanto na imunoistoquimica, quanto na extracdo de



acidos nucléicos, em substituicdo ao aquecimento (Teixeira et al., 2007; Cardoso et
al., 2008).

Em varios estudos anteriores, tanto as lesfes microscépicas como as
manifestacdes clinicas da co-infeccdo pelos dois virus (TCoV e TAstV-2) nao
diferem dos resultados obtidos na presente investigacao. (Ismail et al., 2000; Barnes
et al., 2000; Behling-Kelly et al., 2002). Por outro lado, infec¢des naturais por TCoV
em perus, leva a replicacdo do virus na regido apical das vilosidades intestinais,
causando ma absorcéao, ma digestéo, diarréia e mudanca do ambiente intestinal. Em
contraste, TAstV-2 replica na porcado basal de vilosidades e, mais raramente, nas
criptas, causando diarréia osmotica (Behling-Kelly et al., 2002) Além disso, as
infeccbes por estes virus fazem o trato digestivo suscetivel a infec¢cdes secundarias
por bactérias como: Salmonella sp, Escherichia coli, acarretando um agravamento
da infeccdo, podendo levar a altos indices de mortalidade (Barnes et al., 2000;
Shultz-Cherry et al., 2000; Pantin-Jackwood et al., 2007; Jindal et al., 2009a; Jindal
et al., 2009b).

Resultados similares sdo descritos utilizando métodos moleculares,
imunofluorescéncia, microscopia eletrdnica e método de HE convencional, contudo
nenhum descreve a técnica de RT-PCR in situ reportado pela presente investigacao
(Teixeira et al., 2007; Pantin-Jackwood et al., 2008; Jindal et al., 2009a; Jindal et al.,
2009b). Em outros estudos, o TAstV-2 tém sido descrito como responsavel por
promover alteracdes morfologicas em 6érgaos linféides, como timo e bursa de
Fabricius, entretanto no presente estudo ndo foram analisados estes tecidos
(Thouvenelle et al., 1995; Shultz-Cherry et al., 2000;).

E importante salientar que a técnica de PCR in situ tem como caracteristica

principal, detectar o RNA e/ou DNA viral em células e tecidos (Nuovo, 2008). Dessa



forma, existem trés itens que favorecem a sua aplicacao, tais como: associacdo com
a técnica de PCR para a localizagdo intracelular in situ hibridizacdo, fornecer
informacdes relativas a distribuicdo e localizacdo do genoma viral e determinar o
namero de células infectadas, mesmo que em pequenas quantidades (Praveena et
al., 2007).

Em resumo, RT-PCR in situ, associada a etapa de hibridizacdo, pode
aumentar a sensibilidade e a especificidade da deteccdo de pequenas quantidades
de material genético viral, sem, entretanto, interferir na arquitetura tecidual. Nesse
sentido, a técnica RT-PCR in situ pode ser aplicada para detectar a presenca de
TCoV e TAstV-2 concomitantemente em cortes histologicos de perus acometidos por

PEMS.
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Figura 1. Fotomicrografia da RT-PCR in situ hibridizacdo de secc¢bes do intestino de
perus infectados revelando marcagao positiva com deposi¢cdo de pigmento vermelho
(TAstV-2) no citoplasma dos enterécitos (setas) das células em descamacédo
presentes na superficie das vilosidades e proximo as células caliciformes da regido
da juncéo-ileo-cecal e ceco. Coloracdo com substrado FastRed contra corados com

hematoxilina Mayer’s. obj 40x.



Figura 2. Fotomicrografia RT-PCR in situ hibridizagdo das seccdes sagitais do
intestino de perus infectados revelando marcacédo positiva com deposicdo de
pigmento marrom (TCoV), nos enterdcitos presentes na superficie das vilosidades e
na submucosa (asteriscos) da regido da juncao-ileo cecal. Coloracdo com substrado

DAB e contra corados com hematoxilina Harri’s. obj 40x.
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Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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