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RESUMO GERAL

O Astrovirus dos Perus Tipo 2 (TAstV-2) é agente etioldgico de uma doenca
emergente em perus, a Poult Enteritis Mortality Syndrome (PEMS), caracterizada
por enterite severa, elevados indices de mortalidade, atrofia linféide e
imunossupressdo em aves jovens, sendo responsavel por sérios prejuizos
financeiros a indUstria avicola dos Estados Unidos. No Brasil, ha necessidade de
conhecimento sobre a ocorréncia desses virus nas diarréias das aves, sendo
esse, um passo fundamental para o estabelecimento de medidas profilaticas
especificas e para a exportacdo de produtos avicolas dentro das condi¢cbes de
sanidade. Este estudo teve por objetivos detectar TAstV, pela técnica de RT-PCR
dirigida aos genes codificadores da polimerase e capsideo viral, em perus jovens
de 30 a 45 dias de idade com quadro clinico de diarréia severa, imunossupressao,
baixo desempenho zootécnico e mortalidade, caracterizar alteragbes
histopatolégicas em bursa de Fabricius (BF), timo (T) e baco (B) e, por fim,
comparar os resultados obtidos com os dados de literatura. O TAstV-2 foi
detectado em todas amostras de swabs cloacais (SC, n=100), 7 amostras de
bursa de Fabricius (BF, n=10) e em 10 amostras de timo (T, n=20) e baco (B,
n=20). De 10 amostras de timo e baco negativas na primeira andlise de RT-PCR,
5 foram positivas com o uso de primers especificos para o gene do capsideo do
TAstV-2. Os exames histolégicos revelaram ocorréncia de atrofia, deplecéo
linféide, infiltragcdo celular e necrose da BF, T e B, respectivamente. Esses
resultados representam a primeira descricdo do TAstV-2 circulante em lotes

comerciais de perus na América Latina.

Palavras-Chave: PEMS, TAstV-2, enterite dos perus, RT-PCR e América Latina.



ABSTRACT

The reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) of turkey astrovirus
(TAstV) capsid and polymerase gene was applied in the bursa of Fabricius (BF),
thymus (TH), spleen (SP) and cloacal swabs (CS) from young poults with PEMS
(Poult Enteritis Mortality Syndrome). The histological lesions were atrophy,
lymphoid depletion, cellular infiltration and necrosis of BF, TH and SP,
respectively. The RT-PCR reactions were positive in all of 100 CS, 7 out of 10 of
BF, 10 out of 20 TH and SP, respectively, for the polymerase gene of TAstV-2.
Five out of 10 TH and SP samples, considered as negative by RT-PCR, were
positive when specific primers designed to the TAstV-2 capsid gene were applied.
Finally, this is the first description of turkey astrovirus infection presenting PEMS in

Latin America.

Key words: PEMS, TAstV-2, turkey enteritis, RT-PCR and Latin America



1. FUNDAMENTACAO TEORICA

A importancia econémica e social da avicultura brasileira coloca o setor em
evidéncia no ambito nacional e internacional. O Brasil tem uma das aviculturas
industriais mais desenvolvidas do mundo e, atualmente, se apresenta como um
dos principais produtores e exportadores mundiais de carne de perus. Em 2006,
foram exportados cerca de 156.000 toneladas de carne, o que representou 27%
do comércio mundial e uma receita cambial de US$ 152,3 milhdes (Relatério
Anual da Unido Brasileira de Avicultura [UBA], 2006-2007). A exploragéo
econOmica das aves tem despertado interesse pela sua importancia e avangos
foram feitos no manejo sanitario e, hoje, podemos afirmar que a saude dos
plantéis brasileiros € comparavel com a dos melhores do mundo.

O conhecimento dos fatores inerentes ao processo produtivo, bem como
das enfermidades que assolam os rebanhos avicolas & fundamental para o
desempenho da atividade. Em particular, o conhecimento sobre doencas do
aparelho digestivo das aves industriais sofreu grande incremento nas duas
Gltimas décadas, porém, estudos no Brasil, focados nesse tema séo, até o
momento, raros, sobretudo quando s&o considerados os processos de etiologia

viral.

Doencas infecciosas que afetam a estrutura histolégica do aparelho
digestivo de aves comerciais sdo importantes, tanto em fungdo das perdas
econOmicas que causam quanto pela afeccdo de outros sistemas, o que somado
leva a diminuicdo da produtividade. Doengas desse tipo afetam o desempenho do
lote, devido a diminuicdo do crescimento e da converséao alimentar, levando a nédo
uniformidade do lote, ao aumento a susceptibilidade a outras doencas e, por fim,
a uma elevacdo dos custos de medicacdo. Os efeitos deletérios persistem por
muito tempo e, apds a recuperacdo clinica, podem ocorrer altas taxas de
mortalidade (BARNES, 1997).

Os virus podem induzir alteragdo da mucosa intestinal, tornando-a porta de
entrada para outros patdégenos potenciais como, Escherichia coli, Campylobacter
spp e Salmonella spp. Aves afetadas podem desenvolver deficiéncias nutricionais,
especialmente, aquelas relacionadas com as vitaminas lipossollveis e minerais o

que pode causar disparidade no crescimento e alterar o desenvolvimento de



orgaos linféides, particularmente, a bursa de Fabricius e timo, provocando
patologias e aumento a susceptibilidade a doencas infecciosas (GUY, 1998).

Uma variedade de microrganismos pode alterar o ambiente da luz intestinal
das aves, como as bactérias Escherichia coli, Salmonella spp, Clostridium spp, e
Mycobacterium paratuberculosis (POTTER, 1998), entretanto, os virus sdo os
mais prevalentes na maioria das infec¢cdes que tem impacto na sanidade e no
desempenho do lote. Virus pertencentes a diferentes familias estdo associados
com quadros de enterite na avicultura doméstica, como membros das familias
Coronaviridae, Reoviridae e Caliciviridae, bem como os denominados de
Pequenos Virus Redondos (“Small Round Viruses” — SRV) associados as familias
Parvoviridae, Circoviridae, Picornaviridae e Astroviridae (GUY, 1998).

A deteccédo dos virus que causam doencas entéricas em aves industriais,
assim como o conhecimento da sua patogenia e epidemiologia sdo necessarios
para o desenvolvimento de medidas de profilaxia e controle adequadas. A
Microscopia Eletrénica facilitou a identificacdo e associacao de virus com doencas
intestinais nas aves, entretanto, a caracterizacdo desses virus tem sido uma
tarefa ardua, j& que a maioria é dificil ou impossivel de ser cultivada usando
procedimentos convencionais, in vitro (GUY, 1998).

Dentre os virus que causam doengas entéricas estdo os Astrovirus (AstVs)
da familia Astroviridae, que se dividem em dois géneros: Mamastrovirus e
Avastrovirus, cujas espécies sdo definidas de acordo com o animal hospedeiro
como ilustra a Tabela 1 (KOCIl e SCHULTZ-CHERRY, 2002).



Tabelal— Espécies descritas na familia Astroviridae (Fonte: KOCI e
SCHULTZ-CHERRY, 2002).

Espécie de Astrovirus Abreviagéao
Astrovirus dos Mamiferos MAstV
Astrovirus Bovino BAstV
Astrovirus Bovino Tipo 1 BAstV-1
Astrovirus Bovino Tipo 2 BAstV-2
Astrovirus Felino FAstV
Astrovirus Felino Tipo 1 FAstV-1
Astrovirus Humano HAstV
Astrovirus Humano Tipo 1 HAstV-1
Astrovirus Humano Tipo 2 HAstV-2
Astrovirus Humano Tipo 3 HAstV-3
Astrovirus Humano Tipo 4 HAstV-4
Astrovirus Humano Tipo 5 HAstV-5
Astrovirus Humano Tipo 6 HAstV-6
Astrovirus Humano Tipo 7 HAstV-7
Astrovirus Humano Tipo 8 HAstV-8
Astrovirus Ovino OAstV
Astrovirus Ovino Tipo 1 OAstV-1
Astrovirus Suino PAstV
Astrovirus Suino Tipo 1 PAstV-1
Astrovirus das Aves AAstV
Astrovirus dos Patos DAstV
Astrovirus dos Patos Tipo 1 DAstV-1
Astrovirus dos Perus TAstV
Astrovirus dos Perus Tipo 1 TAstV-1
Astrovirus dos Perus Tipo 2 TAstV-2
Astrovirus das Galinhas CAstV
Astrovirus das Galinhas ANV!

'ANV: Avian Nefritis Virus (Virus da Nefrite Aviéria).



O género Mamastrovirus inclui oito tipos de Astrovirus Humano (HAstV),
dois tipos de Astrovirus Bovino (BAstV) e os que acometem suinos (PAstV),
felinos (FAstV) e ovinos (OAstV). O género Avastrovirus compreende os AstVs
que infectam aves como patos (DAstV), perus (TAstV-1 e TAstV-2) e galinhas
(ANV — Virus da Nefrite Aviaria) (LUKASHOV e GOUDSMIT, 2002; MATSUI e
GREENBERG, 2001; WALTER e MITCHELL, 2003).

Os AstVs sdo virus pequenos, arredondados, com diametro de 28-30 nm,
néo envelopados e possuem um capsideo icosaédrico composto por, pelo menos,
trés proteinas de 35 a 22 kDa (BASS e QIU, 2000; BASS e UPADHYAYULA,
1997; MATSUI e GREENBERG, 2001). O nome Astrovirus vem de "astron"
(Grego, para estrela) que significa proje¢des, na superficie viral, de cinco a seis
pontas, semelhante a forma de estrela, usualmente visualizada pela Microscopia
Eletrénica (ME) (MADELEY e COSGROVE, 1975). A visualizagdo da estrutura
‘star-like’ definitiva € dependente do potencial hidrogenidnico e pode variar de
acordo com os protocolos de isolamento, sendo observada somente em 10% das
particulas virais quando visualizadas sob ME ou quando submetidas a solucdes
alcalinas concentradas (MATSUI e GREENBERG, 2001; RISCO et al., 1995;
CAUL e APPLETON, 1982).

Em relacdo ao genoma, os AstVs possuem RNA (&cido ribonucleico) de fita
simples de polaridade positiva, com aproximadamente 6,8 a 7,9 kb de
comprimento (MATSUI e GREENBERG, 2001). A sequéncia completa de cinco
isolados de HAstV (n°. de acesso ao Genbank: AF141381 e AF260508), dos dois
TAstVs, do ANV e do OAstV estao disponiveis nos Bancos de Dados. Em geral, a
organizagdo gendmica basica e a estratégia de replicagdo séo conservadas e
similares entre todos os AstVs sequenciados.

A organizacdo gendmica do Astrovirus dos Perus (TAstV) inclui uma regido
ndo traduzida (“Untranslated Region” — UTR) na extremidade 5’, seguida por trés
regides de leitura aberta (“Open Reading Frames” — ORFs) e uma regido UTR
seguida de uma cauda poliadenilada (PoliA) na extremidade 3’ (KOCI et al., 2000;
KOCI e SCHULTZ-CHERRY, 2002) como ilustra o Esquema 1.



Protease 3
_ Capsideo
oireEe
ORF1b
Esquema 1 - Representacdo esquematica da organizacdo genbmica do

Astrovirus dos Perus (Fonte: KOCI et al., 2000b).

Embora a organizagcdo do genoma e a estratégia de replicacdo sejam
conservadas e similares entre todos os AstVs sequenciados, o tamanho de cada
componente pode variar entre as espécies e sorotipos. Entre os trés Astrovirus
das Aves (AAstVs) sequenciados, além da variagdo no comprimento total de seus
genomas (Tabela 2) observa-se, também, variagio em seus componentes
internos e nas estratégias de expressdo para a ORF2. Analises das sequéncias
desses componentes revelaram uma estrutura de RNA altamente conservada,
composta por 35 nucleotideos, localizada proximo ao cédon de parada da ORF2,
denominada de s2m. A s2m est4 presente em todos AstVs isolados (inclusive nos
MAstVs) exceto no TAstV-2 (JONASSEN et al., 1998). Esse dominio conservado
esta presente, também, no Virus da Bronquite Infecciosa (um Coronavirus grupo
3) e no Rhinovirus Equino Tipo 2 (um Picornavirus), fato que os autores apontam
como evidéncia de eventos de recombinacdo entre esses virus (JONASSEN et
al., 1998).



Tabela2 — Comprimentos gendmicos dos Astrovirus das Aves. (Fonte: KOCI e
SCHULTZ-CHERRY, 2002).

Astrovirus Numero de Nucleotideos

das Aves

5 UTR ORFla ORF1b ORF 2 3 UTR Total

ANV 14 3012 1527 2052 305 6927
TAstV-1 11 3300 1539 2016 130 7003
TAstV-2 21 3378 1584 2175 196 7325

'Excluiu a cauda poliA.

A ORF apresenta as regides ORFla, ORF1lb e ORF2, cada uma delas
codificando, pelo menos, uma poliproteina viral (GEIGENMULLER et al., 2002;
MENDEZ et al., 2002; MENDEZ et al., 2003). As regides ORFla e ORF1b
codificam para as proteinas ndo-estruturais serina protease e polimerase viral,
respectivamente.

A serina protease é a proteina melhor descrita, codificada na ORFla, a
qual apresenta semelhancas com proteases quimotripsina-like de outros virus
RNA de sentido positivo, no entanto, difere dessas por apresentar um residuo de
cisteina em vez de serina no terceiro sitio catalico (GORBALENYA et al., 1989;
MATSUI e GREEMBERG, 2001). Em alinhamento de sequéncias peptidicas
dessa protease entre AAstV (Aves) e MAstV (Mamiferos) observa-se um residuo
mutante (Acido aspartico) no segundo sitio catalitico, cuja significancia €
desconhecida. No entanto, os residuos de serina se alinham, bem como outros
dominios importantes na ligacdo do substrato (KOCI e SCHULTZ-CHERRY,
2002). Além da serina protease, a ORFla codifica outras duas proteinas néo
estruturais identificadas como hélices de transmembrana e um sinal de
localizacdo nuclear (SLN) cujas fungdes, ainda, ndo sdo bem esclarecidas. Varios
estudos descrevem uma “mancha’ nuclear limitada para antigeno de AstVs
associada a SLN (AROONPRASERT et al., 1989; WILLCOCKS et al., 1999). A



presenca de sequéncias de amino4cidos (motivos proteicos) para SLN foram
encontrados em TAstVs e em ANV (IMADA et al., 2000).

A ORFla codifica, ainda, para outras proteinas nao-estruturais, que ainda
nao foram identificadas. Andlises sequenciais de todos os AstVs nao identificaram
a presenca de uma proteina viral ligada ao genoma (VPg) ou de uma helicase,
ambas consideradas, convencionalmente, essenciais (WILLCOCKS et al., 1994;
GIBSON et al., 1998; MATSUI e GREEMBERG, 2001).

A ORFla é mais conservada entre os HAstVs, fato ndo observado nos
AAstVs  seqlenciados até o momento (BELLIOT et al, 1997).
Caracteristicamente, ha maior relacdo entre os HAstVs do que entre os AAstVs.
Esse fato pode indicar que as proteinas ndo-estruturais dos AAstVs possuem
maior flexibilidade de variagdo génica do que os seus equivalentes em mamiferos
e pode estar relacionado a diferengas na escala de hospedeiros (SCHNEIDER e
ROOSSINCK, 2001) visto que, para os MAstVs, ndo ha nenhuma evidéncia de
infeccdo cruzada; em contrapartida, estudos epidemiolégicos em plantéis de
galinhas e perus relataram a detec¢éo de anticorpos anti-ANV nas duas espécies,
sugerindo que ambas suportam a replicagdo do ANV (NICHOLAS et al., 1988;
CAVANAGH, 1992). De acordo com Schneider e Rossinck (2001), uma maior
flexibilidade genética pode aumentar a probabilidade de replicacdo em todas as
espécies avicolas susceptiveis, desde que todo o motivo funcional seja
conservado. Observa-se, também, que a similaridade de seqiiéncia da ORFla
entre os AAstVs e os MAstVs é muito baixa, com identidade nucleotidica que
varia de 20 a 25% (12 a 15% de aminoacidos) (KOCl e SCHULTZ-CHERRY,
2002).

A ORF1b é a mais conservada entre os AAstVs e MAstVs, bem como entre
0os AAstVs. Para essa regidao, os TAstVs apresentam maior similaridade com os
HAstVs (em torno de 35 a 38%), o que confirma que as polimerases sdo as
proteinas melhor conservadas dos AstVs (KOCI et al., 2000a; KOCI e SCHULTZ-
CHERRY, 2002).

Analises filogenéticas da ORF2, de todos os AstVs, demonstraram que 0s
MAstVs estdo mais relacionados do que os AAstVs (JONASSEN et al., 2001) e
que a por¢do N-terminal do gene do capsideo é mais conservado do que a porgéo
C-terminal (JONASSEN et al., 2001; WANG et al., 2001).
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Os AstVs, devido a sua caracterizacdo morfologica, estdo incluidos
juntamente com os Enterovirus, Parvovirus e Calicivirus no grupo dos SRVs, os
quais estdo associados a enterite em mamiferos e aves. O termo SRV tem sido
usado para designar virus pequenos similares que sdo detectados por ME mas
que, geralmente, ndo podem ser identificados por critérios morfoldgicos (CAUL e
APPLETON, 1982; YU et al., 2000).

Os Astrovirus das aves (AAstVs), em particular, causam doencgas
hospedeiro-especificas de grande importancia econdmica, com descricbes de
quadros de gastroenterite aguda em perus e de nefrite aguda, nas galinhas. Na
maioria das espécies hospedeiras os sintomas sdo brandos e auto-limitantes,
porém, quadros mais severos tém sido descritos na avicultura (MATSUI e
GREENBERG, 2001).

Nos Estados Unidos, o TAstV é, comumente, conhecido como causador de
uma enfermidade infecciosa em perus, com prevaléncia alta. As infec¢gbes séo,
normalmente, observadas durante as primeiras quatro semanas de idade, com
aumento moderado na mortalidade (REYNOLDS et al., 1987b; REYNOLDS et al.,
1987a; KOCIl e SCHULTZ-CHERRY, 2002).

O primeiro relato de AstVs em perus é de 1980, no Reino Unido, associado
a aves jovens (6 a 11 dias de idade) que sucumbiram a um quadro de diarréia,
com mortalidade elevada (MCNULTY et al., 1980). Desde entdo, varios relatos de
surtos de AstVs em perus, principalmente, relacionados a enterite e baixo
crescimento foram descritos (REYNOLDS e SAIF, 1986). Na década de 80,
estudos identificaram um TAstV do Tipo 1 (Turkey Astrovirus Type 1: TAstV-1) e
demonstraram ampla distribuicdo desse sorotipo em lotes nos Estados Unidos
(SAIF et al.,, 1985; REYNOLDS e SAIF, 1986; REYNOLDS et al.,, 1987b).
Reynolds et al. (1987b) isolaram o TAstV em 78% dos lotes doentes. Em
pesquisas de rebanhos comerciais de perus com quadro de enterite, os AstVs
foram os virus mais comumente detectados, evidenciando que o TAstV é um
importante agente de enterite de aves jovens (REYNOLDS e SCHULTZ-
CHERRY, 2003; TANG et al., 2005b).

Em 1996, Koci et al. (2000a) isolaram e caracterizaram um TAstV

associado a Sindrome da Mortalidade e Enterite dos Perus (“Poult Enteritis
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Mortality Syndrome” — PEMS) nos Estados Unidos, o qual € genética e
imunologicamente distinto do TAstV-1, descrito anteriormente.

Esse TAstV, entdo denominado TAstV do Tipo 2 (Turkey Astrovirus Type 2:
TAstV-2) foi, originalmente, isolado de timo de perus infectados (SCHULTZ-
CHERRY et al.,, 2000). Experimentalmente, foi demonstrado que, além de
enterite, o TAstV-2 causa atrofia em timo (T) e bursa de Fabricius (BF) e alta
mortalidade em perus jovens e que, apesar de poder ser isolado em tecidos
linféides, a replicagdo €, regularmente, detectada nos intestinos (BEHLING-
KELLY et al., 2002).

Os genomas de ambos os virus, TAstV-1 e TAstV-2, foram sequenciados e
demonstrado que esses dois virus estdo distantes do ponto de vista genético
(JONASSEN et al., 2003; KOClI et al., 2000; SCHULTZ-CHERRY et al., 2001).

A PEMS é uma doenca entérica emergente, que acomete perus jovens, de
carater altamente infeccioso, que ocasiona sérias perdas financeiras a indastria
do setor. Clinicamente, a PEMS ¢é definida por perfis variados de mortalidade,
diarréia, baixo crescimento e imunossupressao. O maior impacto da PEMS é
decorrente da mortalidade e queda de producgéo, pois, as aves acometidas por
essa desordem entérica apresentam atrofia muscular (“refugagem”) e baixo ganho
de peso (BARNES e GUY, 1997). Desde a sua emergéncia, surtos de PEMS tém
custado a industria americana de perus, milhdes de ddlares anuais (PANTIN-
JACKWOOD et al., 2006a).

Tentativas de reproduzir PEMS com um Unico agente ndo foram bem
sucedidas, sugerindo que seja uma doenga multifatorial ou que o agente Unico,
ainda nao foi isolado e identificado. Embora muitos virus, bactérias e parasitas
sejam encontrados em aves acometidas pela doenga, o agente inicial permanece
desconhecido. Além disso, a habilidade de diferentes virus e bactérias em
apresentar sinais clinicos de PEMS, dificulta a identificacdo de um agente
especifico (BARNES e GUY, 2003).

Co-infeccdes entre TAstV e TCoV (Coronavirus dos Perus) sdo comuns em
perus e causam um impacto sinérgico negativo sobre as fun¢gdes de absorcéo do
intestino, sendo sugeridas como um dos fatores causadores da PEMS (ISMAIL et

al., 2003). Suspeita-se que essas co-infecgbes possam predispor a infecgdes por



12

outros patégenos, denominados de “oportunistas”, tais como, Escherichia coli e
outros agentes (QURESHI et al., 2000; BARNES e GUY, 1999).

O TAstV é eliminado nas fezes de aves infectadas, com transmisséao
horizontal a partir de ingestdo de fezes contaminadas e de materiais
contaminados com fezes e, pode ser transmitido, rapidamente, no plantel ou de
um plantel a outro. Os principais transmissores mecéanicos do virus sdo o homem,
equipamentos e veiculos, assim como aves selvagens, roedores, cées e insetos
(GUY, 2003).

Esses virus sdo extremamente estaveis ao meio ambiente e resistentes a
inativacdo pela maioria dos desinfetantes usados rotineiramente em aviarios. De
acordo com pesquisas realizadas, os Unicos produtos completamente efetivos em
inativar o TAstV sao formaldeido 0,3%, B-propriolactona 0,1%, peroximonosulfato
1,5% e metanol 90% (SCHULTZ-CHERRY et al., 2001; KURTZ et al., 1980).

O controle efetivo da PEMS esta baseado na reducédo da populacédo de
lotes doentes e na desinfecgéo cuidadosa de instalacdes, para prevenir a doenga
em lotes subsequentes alojados. O uso de formaldeido é considerado,
atualmente, o melhor procedimento na desinfec¢céo de aviarios, além das medidas
habituais de biosseguranca aplicadas a avicultura moderna (BARNES et al., 1997,
BARNES et al., 1996; EDENS e DOERFLER, 1999).

A escassez de relatos envolvendo a resisténcia do TAstV a desinfecgdes
pode ser explicada pela dificuldade de se cultivar esse virus em cultura celular,
pois pode ser propagado apenas por passagens orais em seus hospedeiros ou,
em alguns casos, por passagens seriadas em ovos embrionados de perus
(REYNOLDS e SCHULTZ-CHERRY, 2003).

Pouco é conhecido sobre a infeccdo do TAstV em perus e o
desenvolvimento de testes diagnoésticos torna-se fundamental para determinacéo
da prevaléncia desse agente nos rebanhos, bem como para deteccdo do virus
circulante no campo.

Até recentemente, a Microscopia Eletrdnica (ME) era o método mais usado
para identificar infeccdo em aves (REYNOLDS, 1991). Apesar de ser um
procedimento rapido e ndo exigir particulas virais viaveis, essa técnica requer alta
concentracdo de virus no espécime clinico e as imagens virais detectadas podem

compartilhar caracteristicas comuns com outros agentes virais (MADELEY, 1993;
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MATSUI e GREENBERG, 2001). Além disso, apenas 10% das particulas podem
exibir a morfologia star-like. A ME é pouco sensivel e exige, ainda, experiéncia e
interpretacdo acurada por parte do responséavel pelo procedimento (TANG et al.,
2005b).

Devido a essas limitagbes, Reynolds (1991) sugeriu o uso da Imuno-
Microscopia Eletrénica (IME) para possibilitar a agregacéo viral, porém, a adicao
de anticorpo purificado ou soros convalescentes & amostra viral pode mascarar as
caracteristicas fisicas ou falhar em detectar novos sorotipos. A IME pode ser uma
ferramenta efetiva de diagndstico se o complexo antigeno-anticorpo for
caracterizado completamente (MATSUI e GREENBERG, 2001).

Sendo assim, ensaios com anticorpos fluorescentes e RT-PCR (Reagéo
em Cadeia pela Polimerase com Transcricdo Reversa) se tornaram mais viaveis e
mais aplicados, porém, testes com anticorpos fluorescentes podem falhar em
reconhecer diferentes sorotipos (KOCI et al., 2003; SELLERS et al.,, 2004;
MATSUI e GREENBERG, 1996).

A introducdo de métodos de deteccdo molecular no diagnéstico de enterite
viral levou a um novo entendimento em relacé@o a etiologia das infec¢des por AstV
em perus. Koci et al. (2000b) relataram, com éxito, o emprego da RT-PCR na
deteccdo especifica das regides do gene da polimerase e capsideo do TAstV em
rebanhos comerciais de perus, nos EUA. Mais recentemente, a aplicagéo de RT-
PCR utilizando primers de Controle Interno (Cl) com alvo no gene da polimerase,
revelou boa sensibilidade na detecg&o do virus em lotes acometidos de PEMS na
Carolina do Norte, além de superioridade em relagdo a ME (TANG et al., 2005b).

Dados sobre a circulagéo e a caracterizagdo de TAstV em perus, fora dos
EUA, sdo pouco descritos na literatura. Culver et al. (2006) demonstraram, pela
primeira vez, a associagao entre TAstV-2 e TCoV em lotes de perus com quadro
de PEMS, na Inglaterra. A detecgdo recente de um AstV, geneticamente
relacionado ao TAstV-2 em galinhas d’Angola na Itdlia, sugere que perus nao
representam a Unica populacdo alvo para o TAstV e que a infeccdo ndo esta
restrita aos EUA (CATOLLI et al., 2005).

Sindromes entéricas causadas pelos SRVs foram, também, descritas em

galinhas d’Angola (Numida meleagris) e observou-se que uma enterite altamente
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transmissivel, associada com enterovirus, é a causa de uma doenca severa
nessa espécie (PASCUCCI e LAVAZZA, 1994).

Em decorréncia da falta de informacfes sobre a presenca de TAstV no
Brasil, o presente estudo teve por objetivo verificar a ocorréncia de TAstV em
materiais clinicos: swabs cloacais e suspensédo de tecidos linféides (bursa de
Fabricius, bago e timo) de perus (Meleagris gallopavo) com quadro de enterite,
por meio da técnica de RT-PCR para as regides dos genes do capsideo e da
polimerase viral, respectivamente. As reacdes de PCR foram acompanhadas
quanto a sua especificidade pela amplificagdo do gene beta-actina, também

conhecido como house-keep gene ou normalizador interno de reagéo.
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2. OBJETIVOS

Detectar, pela reacdo de RT-PCR direcionada a regido da polimerase e
capsideo viral, a expressdo do mRNA de um TAstV, em swabs cloacais e
suspensdes teciduais de bursa de Fabricius, timo e baco de perus (Meleagris
gallopavo) de 30 a 45 dias, com quadro clinico de enterite, provenientes de

granjas comerciais da Regiédo do Triangulo Mineiro.

Caracterizar alteragfes histopatolégicas em 6rgéos linféides como, bursa de
Fabricius, timo e bacgo, associadas a sintomatologia clinica de enterite, em

perus de 30 a 45 dias.

Comparar dados de histopatologia, deteccdo de mRNA viral e as
observag0es clinicas gerados pelo presente estudo em Meleagris gallopavo,

com os dados de literatura.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genética da
Universidade Federal de Uberlandia e no Laboratério de Virologia do Curso de
Medicina Veterindria da UNESP de Aracatuba-SP, em um trabalho de

colaboracéo.

3.1. Material biolégico

Para obtencdo das amostras clinicas, foram estabelecidos contatos com
uma empresa produtora de perus na Regido do Triangulo Mineiro, em Minas
Gerais, que cedeu, gentilmente, o material para levantamento de ocorréncia de

Astrovirus em perus (Meleagris gallopavo) de seu plantel.

3.2. Coleta das amostras

Veterinarios da empresa coletaram as amostras de campo em lotes de
perus com idade entre 30 a 45 dias, perfazendo um total de 5 coletas de 4 lotes
diferentes. As aves apresentavam sinais de elevada morbidade e mortalidade,
com quadro clinico de severa enterite e desidratagdo, notificados pela equipe
técnica da empresa. Para analise viroldgica, o material, enviado ao laboratério,
consistiu de swabs da regi&o cloacal (SC), acompanhados de fragmentos de 2 g
de tecidos de bursa de Fabricius (BF), baco (B) e timo (T), respectivamente
(CAVANAGH et al., 2001).

3.3. Delineamento estatistico das coletas

O numero de amostras coletadas foi determinado pelo programa estatistico

SAS (Statistical Analysis System) e calculado segundo o manual Principles of
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Validation of Diagnostic Assays for Infectious Diseases (JACOBSON, 1996) da
Organizacéo Internacional de Epizotias (OIE). O numero estipulado foi de cem

(n=100) amostras para SC, dez (n=10) para BF e vinte (n=20) paraB e T.

3.4. Histopatologia

Os fragmentos de bursa de Fabricius, timo e bago foram fixados em formol
tamponado (pH 7,2) a 10%, desidratados, diafinizados, embebidos e incluidos em
parafina e cortados em espessura de 4 a 5 pm em micrétomo (Leyca®), pelo Setor
de Patologia do Curso de Medicina Veterinaria, UNESP de Aracatuba-SP. As
laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE) e, posteriormente,

analisadas ao microscopio Optico, por dois patologistas diferentes.

3.5. Extrag&o do mRNA viral

3.5.1. Swabs de cloaca

Swabs cloacais individuais (n=100) foram imersos em 0,2 mL de uma
solucéo de lise contendo 10 pg/mL de proteinase K e aquecidos por 30 min a
37°C em banho-maria. Em seguida, foram centrifugados a 3.000 g e as
suspensoes recuperadas para a extragdo do mRNA. As suspensdes com 0 mMRNA
viral foram submetidas ao protocolo de extracdo do mRNA pelo método TRIzol®
(Invitrogen™) em uma Unica etapa, com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(50:49:1). Apos centrifugacdo a 12.000 g a 4°C por 10 min, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet contendo o RNA total foi lavado com 1 mL de etanol 70% e
centrifugado novamente a 7500 g, a 4°C por 5 min. Ap6s a secagem do pellet, o
RNA total foi ressuspendido em 30 pl de EDTA 1 mM (pH 7,0) e armazenado a -
86°C. Para evitar problemas decorrentes da instabilidade do RNA, a reacéo de

RT-PCR foi processada em seguida.
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3.5.2. Amostras teciduais de bursa de Fabricius, bago e timo

Suspensoes individuais de bursa (n=10), timo (n=20) e bac¢o (n=20) foram
preparadas com meio de cultura MEM (Meio Essencial Minimo) adicionado de 20
ug de proteinase K (GIBCO®-BRL), na proporcédo de 2 g de tecido para 3 mL de
MEM. Apos a trituracdo mecénica, a suspenséo foi centrifugada a 3.500 g por 20
min. O sobrenadante foi recolhido em tubo cdnico de 15 mL e filtrado uma vez em
papel de filtro de 0,75 pm (Millipore®) e, em seguida, submetido a duas filtragens
em filtros de seringa de 0,45 um e 0,25 um (Corning®) por duas vezes
consecutivas, para retirada dos debris celulares. As amostras foram alicotadas,
identificadas e armazenadas em freezer (Sony®) a -86°C para posterior extragao

de RNA. A extracéo do RNA total seguiu o protocolo descrito no item 3.5.1.

3.6. Reacdo de RT-PCR para detec¢do em amostras clinicas

As regibes do genoma viral escolhidas para andlise foram os genes da
polimerase e do capsideo viral do Astrovirus dos Perus.

Os dois jogos de primers utilizados foram retirados de trabalhos anteriores
e denominados MKPOL10/MKPOL11 e TAST_Cap_F/TAsT_Cap_R (KOCI et al.,
2000b; CATOLLI et al., 2006). O primeiro conjunto, MKPOL10 e MKPOL11, foi
desenhado baseado na sequéncia nucleotidica do TAstV (n°. Genbank:
AF206663), sendo especifico para a regido da polimerase, com um produto
esperado de 802 pb. O segundo par de oligonucleotideos, TAsST Cap_F e
TAsT_Cap_R, sdo direcionados ao gene do capsideo viral do TAstV-1 (n°.
Genbank: Y15936) e TAstV-2 (n°. Genbank: AF206663), cujos produtos
esperados séo de 226 pb e 222 pb, respectivamente. Um controle interno da RT-
PCR, constituido pelos primers Beta_ Actin_F e Beta_Actin_R (n°. Genbank:
X00182), foi aplicado direcionado ao gene beta actina de Meleagris gallopavo,
cujo produto esperado é de 400 pb (Tabela 3).

Em cada reagédo foram utilizados 2 uL de RNA para um volume final de 25
ul/reacdo, como preconizado no Kit comercial Superscript' "Il One-Step RT-PCR

com Platinum® Taq (Invitrogen®). As reacdes de PCR foram realizadas nas
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seguintes condi¢des: 94°C/5 minutos, 60°C/30 minutos e 94°C/1minuto, seguido
de 40 ciclos de: 94°C/15 segundos, 55°C/30 segundos e extensé&o final por
68°C/10 minutos, em termociclador MJ Research.

Os produtos foram separados em gel Agarose 1,5%, corado com Brometo
de Etideo (0,5 pg/mL) visualizados sob luz UV (Ultravioleta) e documentados pelo
sistema KODAKDC290 Digital Camera. Para controle interno de cada reacao de
RT-PCR realizada, foi empregado o gene da beta actina, um gene constitutivo

com o nimero de acesso X00182 no GenBank.

Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados para amplificar a regido da polimerase,
capsideo viral do TAstV-2 e o gene da beta actina, como house keep

gene (constitutivo) em perus (Meleagris gallopavo).

Iniciadores Sequéncia (5'>3’) Gen
TAst_Cap_F GGAAAATCTTTGGRGCMGCA ORF2
TAst_ Cap_R CTTGTGGTAGTGGCAAATAG ORF2
MKPoI10 TGGCGGCGAACTCCTCAACA 3" ORF1b
MKPol11 AATAAGGTCTGCACAGGTCG 3" ORF1b
Beta actin F AAGATCTGGCACCACACTTTC Beta actina
Beta actin R ACAGTCTCTCCTTGATGTCAC Beta actina

3.7. Amostra de virus de referéncia

Pelo fato de ndo existir um exemplar de TAstV disponivel no Brasil, ndo foi
usado controle de referéncia positiva da RT-PCR a fim de verificar a
especificidade. Outro RNA virus, o Virus da Bronquite Infecciosa (VBI), um
Coronavirus do grupo 3, foi incluido como controle negativo (Tabela 4), bem
como, agua MilliQ ultrapura (GUY et al., 2004; PANTIN-JACKWOOD et al.,
2006a; PANTIN-JACKWOOQOD et al., 2006b).
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Tabela4 — Amostra de virus entérico de referéncia negativa — Laboratoério de

Virologia da UNESP de Aragatuba/SP — 2007.

Virus Amostra Padréo Origem/Manutencéao

Coronavirus do grupo 3  IBV sorotipo M41 Ovos embrionados de galinha

3.8. Andlise estatistica dos resultados

A frequéncia das alterac6es histoldgicas e a positividade dos resultados
obtidos pela técnica de RT-PCR foram comparadas pelo Teste Exato de Fisher. A
intensidade das alteragdes histolégicas e os sinais clinicos foram comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste ndo paramétrico de Spearman, através
do software SAS (TEIXEIRA et al., 2007).
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4. RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho correspondem a detecgdo do TAstV em
materiais clinicos de swabs cloacais (n=100) e respectivas suspensdes teciduais
de bursa de Fabricius (n=10), timo (n=20) e bago (n=20) de Meleagris gallopavo,

pelo uso da técnica de RT-PCR.

4.1. Histopatologia

Nas aves acometidas por sintomas de enterite aguda, dos fragmentos de
bursa de Fabricius (n=10) analisados, todos apresentaram destruicdo leve a
moderada do parénquima dos foliculos linféides acompanhado de rarefagéo
linfocitéria, principalmente, na regido medular. Foi observada uma populagdo
celular composta, predominantemente, de células jovens e imaturas,
acompanhada de atrofia, necrose e presenca de heterofilos (Figura 1A). Os cortes
histolégicos de timo (n=20), também, em sua totalidade demonstraram sinais de
rarefacdo celular com focos de intensa necrose na regido medular (Figura 1C).
Em contrapartida, os padrdes de lesbes evidenciados no timo n&o foram os
mesmos Vvistos nos cortes de bago. As alteracbes observadas no bago foram
caracterizadas por extensas areas inflamatorias focais e intensa infiltragdo de

mondcitos nas polpas branca e vermelha, com focos de necrose (Figura 1B).
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Cortes histolégicos de bursa de Fabricius, baco e timo de perus
acometidos de enterite. A) Bursa de Fabricius: infiltrado monocitario
(seta) e presenca de heterdfilos (seta); B) Bacgo: intensa necrose
(seta) e reacao inflamatdria; C) Timo: deplecéo timica e presenca de
heterdfilos (setas). (H-E, Bar = 0.030 um, 100X).
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4.2. Reacdo de RT-PCR

Os produtos esperados, com tamanhos de 802 pb e de 222 pb,
respectivamente, foram considerados positivos para o TAstV (Figura 2A, 2B e
2C).

A RT-PCR para o gene da polimerase viral (ORF1b) confirmou a presenca
de TAstV em todas as amostras de swab cloacal (n=100) processadas. Com
relagdo as amostras de bursa de Fabricius (BF), sete (7) do total de dez (10)
analisadas foram consideradas positivas para TAstV, e dez (10) do total de vinte
(20) amostras de timo (T) e bago (B) foram interpretadas como positivas para a
mesma analise. Essas amostras originaram uma banda de 802 pb amplificada
pelo conjunto de oligonucleotideos MKPOL10/MKPOL11, confirmando a
amplificagcéo do gene da polimerase viral do TAstV (Figura 2A e 2C).

Os produtos amplificados 802 pb do gene da polimerase, referentes as
amostras positivas para o TAstV foram submetidos ao sequenciamento direto, no
Laboratorio de Estudos Gendmicos de S&o José do Rio Preto, UNESP,
confirmando, dessa forma, a presenca do Astrovirus Tipo 2 (TAstV-2). As
sequéncias foram alinhadas com o programa ClustalW e comparadas pelo
programa BLAST. As seqUéncias nucleotidicas, na regido de alinhamento,
apresentaram uma identidade de 98% entre o TAstV encontrado e o TAstV-2
isolado na Carolina do Norte, variante Q/34/1990, confirmando a identidade dos
produtos amplificados como o gene da polimerase relacionado & ORF1b do

TAstV-2 (dados ndo mostrados).

O segundo conjunto de oligonucleotideos, TAst Cap_ F/TAst Cap_ R,
direcionado ao gene do capsideo, amplificou cinco (5) produtos de 222 pb (Figura
2B) em dez (10) amostras de timo e bago, consideradas negativas pelos primers
MKPOL10/MKPOL11.

As reacdes referentes ao controle negativo (Virus da Bronquite Infecciosa e
agua MilliQ ultrapura) ndo apresentaram quaisquer bandas na eletroforese (Figura

2B e 2C). Para o controle interno da reacédo RT-PCR, o gene beta actina, utilizado
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em todas as reacgdes, revelou o bom desempenho da RT-PCR empregada (Figura
3A e B).

800 802 pb

200
100

600

500
222 pb 200
200

100 100

Figura2 — Produtos das reacfes de RT-PCR. A) Produtos amplificados pelos
primers MKPOL10 e MKPOL11 (802pb): colunas de 1-4 swabs
cloacais; colunas 5, 7 a 9 bursa de Fabricius; coluna 6 resultado
negativo para timo; B) Produtos amplificados pelos primers
TAst_Cap_F/TAst_Cap_R (222bp): coluna 1 amostra positiva de
timo; colunas 2 e 3 controle negativo (Virus da Bronquite Infecciosa
[VBI] e &gua MiIlliQ ultrapura, respectivamente); C) Produtos
amplificados pelos primers MKPOL10/MKPOL11 (802pb): linhas 5 e
6 baco; colunas 1 a 4 controle negativo (VBI e agua MilliQ ultrapura,

respectivamente). PM= Marcador de Peso Molecular de 1 Kb plus.
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800 m—m
802 pb

400 400 pb

Figura 3 — Produtos da amplificagcdo do gene da beta actina utilizado na presente
investigacdo como gene normalizador (house keep ou constitutivo). A)
Produto amplificado de 400 pb; B) Amplificagdo do gene da beta
actina em amostras positivas para os primers MKPOL 10 e MKPOL 11
(802pb): colunas 1-4 amostras swabs cloacais; colunas 5-7 bursa de
Fabricius; coluna 8 controle negativo da reacdo com agua MilliQ

ultrapura. PM= Marcador de Peso Molecular de 1 Kb plus.
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4.3. Descricéo do quadro clinico

Todos os lotes avaliados manifestaram um quadro de enterite aguda
descrito pelo corpo técnico da empresa. As aves apresentaram uma nao
uniformidade no crescimento, com animais de diferentes tamanhos pertencentes
ao mesmo lote (Figuras 4A, 4B e 4C), anorexia, apatia, prostracado e penas peri-
cloacais sujas de fezes (Figura 4D e 4E), diarréia moderada com fezes de
aspecto pastoso e coloracdo marrom e mortalidade diaria em torno de 15%
(Figura 4F).

Ao exame macroscopico, apds a necropsia, foram observadas atrofia e
hemorragia em timos (Figura 5) e bursas de Fabricius (Figura 6), além de enterite

severa e distensdo da regido ileo-cecal devido a gases e liquidos (Figura 7).
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Figura 4 — Aspectos clinico e sanitario dos lotes de perus (Meleagris gallopavo)
estudados, molecularmente, com diagndstico positivo para TAstV-2.
A, B e C) Nao uniformidade de crescimento e baixo crescimento; D e
E) Anorexia, apatia, prostracdo e penas peri-cloacais sujas de fezes;
F) Quadro de mortalidade.
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Figura 5 — Exame macroscoépico de timos de perus acometidos de enterite, com
diagndstico positivo para TAstV-2 pela RT-PCR. A) Timo hemorragico;
B e C) Atrofia e hemorragia de timos.

Figura 6 — Exame macroscopico de bursas de Fabricius de perus acometidos de
enterite, com diagndstico positivo para TAstV-2 pela RT-PCR. A e B)
Bursas de Fabricius hemorragicas; C) Atrofia e hemorragia de bursa.



Figura 7 —
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Enterite severa e distensdo de algas intestinais (setas) de perus
(Meleagris gallopavo) acometidos de diarréia, com diagnostico
positivo para TAstV-2 pela RT-PCR, indicadas pelo exame

macroscopico.
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5. DISCUSSAO

Com a aplicagéo da técnica de RT-PCR foi detectado um Astrovirus (AstV)
em swabs cloacais e em fragmentos histolégicos da bursa de Fabricius, timo e
baco de perus (Meleagris gallopavo) de 30 a 45 dias de idade, provenientes de
granjas localizadas na Regido do Triangulo Mineiro, no Estado de Minas Gerais.
Foram amplificados um fragmento de 802 pb que corresponde ao gene
codificador da polimerase viral e outro de 222 pb, que corresponde ao gene
codificador de proteina do capsideo.

Os dois conjuntos de primers usados nesse estudo foram desenhados
para amplificar regides especificas do genoma do Astrovirus de Perus (TAstV). O
primeiro conjunto, designado MKPOL10 e MKPOL11, é direcionado a ORF1b que
conttm o gene da polimerase e o segundo, denominado Tast Cap_F e
Tast_Cap_R, é direcionado a ORF2, que abriga um gene do capsideo viral.

Os primers MKPOL10 e MKPOL11 amplificaram um produto de 802 pb e
confirmaram a presenca do gene da polimerase do TAstV em amostras de swabs
cloacais e de tecidos linfoides, bursa, timo e baco. Os primers utilizados nessa
abordagem foram desenhados para amplificar, especificamente, o gene da
polimerase do TAstV (n" de acesso ao GenBank: AF206663) porém, nao
permitiram distinguir os sorotipos dessa espécie, a saber, TAstV-1 e TAstV-2.
Esses resultados estdo em conformidade com os encontrados por Koci et al.
cujos produtos amplificados confirmaram a presenca do TAstV nos plantéis de
perus acometidos de enterite nos EUA (2000Db).

A proteina ndo-estrutural polimerase, altamente conservada, esta
diretamente envolvida nos processos de transcricdo de mRNAs subgendmicos e
na replicacdo do genoma viral, sendo, portanto, uma proteina essencial ao virus.
Assim, € esperado que a identidade do gene que a codifica, em vérias espécies
de AstV, seja alta e que pouco polimorfismo seja encontrado. Dessa forma, o
direcionamento de um método de diagndstico baseado na deteccao desse gene é
a abordagem mais légica para que sejam detectados virus, sem restricdo da
espécie viral ou da espécie do hospedeiro em questdo (STEPHENSEN et al.,
1999). Entretanto, ainda que os primers MKPOL10 e MKPOL1l1l sejam

direcionados para amplificar regides altamente conservadas dentro do gene da
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polimerase, ndo € possivel, apenas pela positividade de amplificacdo de produtos
por RT-PCR, caracterizar um Astrovirus.

Assim sendo, para obtencdo de uma caracterizagdo mais precisa do TAstV
encontrado, fez-se necessario o sequenciamento do fragmento obtido e a
aplicacéo da sequéncia a métodos de reconstrugdo filogenética, por alinhamento.
O sequenciamento do DNA complementar (cDNA) obtido por RT-PCR a partir de
uma amostra positiva do AstV em perus do Triangulo Mineiro, revelou identidade
nucleotidica de 98% do virus detectado com o TAstV tipo 2 (TAstV-2) isolado na
Carolina do Norte (EUA), variante Q/34/1990 (dados nédo apresentados).
Descartada a ocorréncia de contaminacdo entre as amostras clinicas, a anélise
de sequenciamento confirmou o TAstV encontrado como sendo geneticamente
proximo a variante Q/34/1990. O TAstV detectado tem maior identidade de
nucleotideos com o TAstV-2, na por¢do do genoma analisada, sendo divergente
de outros AstVs isolados em perus comerciais.

Koci et al. (2000b) analisaram a especificidade dos primers MKPOL10 e
MKPOL11 para deteccdo do TAstV, por RT-PCR. Sob as mesmas condi¢des
usadas para o TAstV, empregaram a técnica de RT-PCR para outros virus de
origem entérica como, TCoV (Coronavirus dos Perus), AEV (Virus da
Encefalomielite Aviaria), ANV e, ainda, para Enterovirus Bovino e o Parvovirus de
Ganso, a fim de examinar a reacdo cruzada. Os resultados revelaram os
fragmentos especificos de 802 pb apenas em intestinos de embribes SPF
(“Specific Pathogen Free”) de perus inoculados com TAstV, confirmando que
esses primers sdo especificos para detectar a presenca do virus. Esses autores
desenvolveram o primeiro protocolo de RT-PCR especifica para o TAstV, com o
objetivo de demonstrar sua aplicacdo na deteccéo direta do patdgeno em plantéis
comerciais de perus acometidos de doenca entérica, tornando-se o primeiro
relato do uso da RT-PCR como diagnéstico para infeccbes por AstV nessa
espécie, consolidando a eficacia do teste na pesquisa epidemioldgica do virus.

No presente estudo, a auséncia de bandas no controle negativo referente
ao Virus da Bronquite Infecciosa (VBI), juntamente com os dados obtidos na
andlise de sequenciamento das amostras positivas, confirmam a especificidade
dos MKPOL10 e MKPOL11l na detecgcdo do TAstV em perus do Triangulo

Mineiro.
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O segundo conjunto de primers, Tast Cap_F e Tast_Cap_R, utilizado
nessa pesquisa, direcionado a regido ORF2, foi desenhado com base nas
sequéncias disponiveis do gene codificador das proteinas do capsideo do TAstV-
1 (n” de acesso ao GenBank: Y15936) e TAstV-2 (n” de acesso ao GenBank:
AF206663). Os resultados apontaram a existéncia de uma banda de 222 pb em
amostras de timo e bago de perus, consideradas negativas pelos primers
MKPOL10 e MKPOL1l1l. De acordo com Catolli et al. (2006), esses
oligonucleotideos foram desenhados para amplificarem, especificamente, um
segmento de 236 pb para TAstV-1 e outro de 222 pb para TAstV-2.

Considerando os resultados de sequenciamento e com base nos
comprimentos dos fragmentos amplificados pelos primers Tast Cap F e
Tast_Cap_R, pode-se concluir que o TAstV detectado aqui é do tipo 2 (TAstV-2),
pois amplificagbes de 236 pb para TAstV-1 ndo foram obtidas e as de 222 pb
observadas sdo especificas para TAstV-2.

Segundo Poch et al. (1989), inUmeras pressfes imunes sobre o gene do
capsideo resultam em multiplos sorotipos virais. Por isso, primers direcionados ao
gene da polimerase foram, também, usados nesse estudo por se tratar de um
gene mais conservado do que o capsideo.

O gene da polimerase é conservado entre os virus RNA de uma mesma
familia e por isso, € usado para o desenho de primers para deteccdo de membros
pertencentes & mesma familia; em contrapartida, o gene do capsideo possui
variabilidade que impossibilita o desenho de primers para diferentes cepas de
Astrovirus. Tang et al. (2005b), através de andlise de similaridade nucleotidica
entre TAstV-1 e TAstV-2 (n® de acesso ao GenBank: Y15936 e AF206663,
respectivamente) revelaram que o gene da polimerase de ambos os sorotipos
nao apresentaram nenhuma regido conservada. A aplicacdo de primers
desenvolvidos a partir de um Unico sorotipo de TAstV pode limitar o espectro de
deteccdo da RT-PCR. No presente estudo, com a utlizagdo dos primers
direcionados a regido ORF2 (Tast_Cap_F e Tast Cap_R) oriundos de dois
sorotipos distintos foi possivel melhorar o espectro de deteccdo por RT-PCR,
conforme j& observado por Tang et al. (2005b). O espectro de deteccdo por RT-
PCR pode ser restrito quando se utiliza primers baseados em sequéncias de um

Unico sorotipo, como realizado por Koci et al. (2000b) cuja RT-PCR detectou a
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presenca de TAstV nas aves doentes, baseando-se em um sorotipo (n° de
acesso ao GenBank: AF206663) porém, sem distinguir a espécie encontrada.

Com base na taxa de positividade de 100% das amostras de swabs
cloacais para o TAstV-2, pode-se inferir que esse tipo de amostra € um alvo
adequado para se rastrear o virus, além das vantagens de manipulacdo do
material clinico. Os swabs sdo faceis de executar e podem ser analisados em
pool de aves, além de serem processados com mais facilidade em comparagéo
as amostras teciduais; economizam tempo e custos e eliminam a necessidade de
eutanasia de aves para amostragem. Spackman et al. (2005) demonstraram uma
correlagcdo positiva entre amostras de swabs cloacais e de suspensbes de
intestinos na deteccdo da presenca do TAstV-2 em perus e confirmaram que o
uso do swab na técnica de RT-PCR permite adequada deteccdo viral em
rebanhos infectados.

Uma RT-PCR dirigida ao gene N (gene codificador das proteinas do
nucleocapsideo) do TCoV foi realizada com sucesso na detecgéo do virus a partir
de amostras de swabs cloacais, fezes, suspensfes teciduais de intestinos, com
seus respectivos conteudos e suspensdo tecidual de bursa de perus com quadro
clinico de PEMS. No entanto, os resultados revelaram que, para esse gene,
amostras de fezes e suspensOes intestinais apresentaram maior espectro de
deteccdo do que os swabs cloacais (TEIXEIRA et al., 2007). Uma provavel
explicacdo para isso é a alta umidade e temperatura, comumente, encontrados
nos locais de surtos e que podem aumentar a chance de crescimento de
bactérias e fungos nos swabs, e assim, degradar o RNA viral (CAVANAGH et al.,
1997).

Nesse estudo, a presenca do TAstV-2 foi demonstrada, também, em locais
independentes de tecido ou contetdo gastrintestinal (swabs cloacais), ou seja,
em suspensfes teciduais originarias de bursa de Fabricius, timo e baco. Pelo
emprego da RT-PCR foi possivel amplificar fragmentos especificos do TAstV-2
nos tecidos linféides analisados. Os resultados aqui observados corroboram
relatos anteriores de que tecidos extra-intestinais deterioram-se ao reproduzir a
PEMS, associada ao TAstV-2 (KOCI et al., 2000a).

Schultz-Cherry et al. (2000) observaram que perus naive (sem a doenca)

inoculados, via oral, com suspensfes timicas oriundas de aves acometidas de
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PEMS, reproduziram além dos sinais classicos da moléstia como, enterite,
problemas de uniformidade e alta mortalidade, a ocorréncia de atrofia linféide e
imunossupressdo e concluiram que o timo de aves infectadas € fonte do(s)
agente(s) que reproduz(em) a PEMS. Além disso, demonstraram, por
histopatologia, que o timo exibe sinais mais precoces da patologia.
Posteriormente, o patdgeno relacionado a PEMS, descrito por Schultz-Cherry et
al. (2000), foi isolado em timo, caracterizado e identificado como TAstV-2, sendo
associado a uma doenga emergente, a PEMS, assim considerada por causar
severa enterite, elevados indices de mortalidade e imunossupressédo (KOCI et al.,
2000a). Embora, em outros estudos, o TAstV-2 ja tenha sido detectado por RT-
PCR a partir de suspensdes teciduais de timo e bursa de perus acometidos de
enterite, o presente trabalho é a primeira descricdo de detec¢éo do virus pela RT-
PCR a partir de amostras de bago.

A funcédo do baco nas aves ainda ndo é completamente entendida, mas
tem um papel de maior importancia na imunidade sistémica nesses animais do
que o bago dos mamiferos. Isso se deve, principalmente, ao fato da maioria das
aves ndo apresentar vasos e ganglios linfaticos e, por isso, grande propor¢ao do
tecido esplénico é direcionado somente para defesa (TOIVANEN e TOIVANEN,
1987). Portanto, deve-se considerar que apos a involucdo dos 6rgéos linféides
primérios nas primeiras semanas de vida, o bago é érgéo linféide mais importante
para a imunidade das aves. Dessa forma, em decorréncia dos danos no baco
provocados pelo virus, as aves poderdo ndo responder com a producdo de
anticorpos a desafios por agentes infecciosos ou as vacinas.

O RNA proveniente de amostras clinicas de fezes e/ou de tecidos em
processos inflamatdrios pode diminuir a sensibilidade da RT-PCR por causar
resultados falso-negativos (TANG et al., 2005a; TANG et al., 2005b; TEIXEIRA et
al., 2007). Um controle interno (Cl) da RT-PCR, composto por primers
degenerados ndo-competitivos (non-target) (Beta actin F e Beta actin R — n°® de
acesso ao GenBank: X00182) acompanhou a reacdo de RT-PCR do presente
estudo, para monitorar e minimizar possiveis falhas causadas por inflamacgdes
teciduais oriundas da patogénese viral e, entdo, eliminar resultados falso-
negativos. A aplicacdo do Cl aumentou o espectro de detec¢cdo e comprovou a

efichcia da RT-PCR. No presente estudo, a RT-PCR utilizando ClI como
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normalizador, mostrou alta sensibilidade e especificidade, proporcionando alta
consisténcia na deteccdo de &cidos nucleicos do TAstV-2 nas amostras clinicas
analisadas.

Tang et al. (2005b) analisaram, comparativamente, o efeito do Cl na RT-
PCR monoplex e multiplex e demonstraram que a reacdo multiplex possui
especificidade e sensibilidade superiores & monoplex, porém com o Cl, a reagao
monoplex foi capaz de superar falhas de sensibilidade e ampliar o espectro de
deteccdo. Apesar das limitagcdes, a RT-PCR monoplex mostrou superioridade
sobre a classica prova de ME, confirmando-se como uma técnica adequada para
identificacdo de sorotipos virais e Util para a deteccdo de novos TAstVs.

Dentre outras vantagens, os primers de CIl evitam a interferéncia entre
dois conjuntos de primers em uma reagao multiplex e os produtos da seqiéncia
alvo e do CI séo facilmente distinguiveis por eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) (HOOFAR et al., 2004).

Apesar de outras modalidades de RT-PCRs, como a RT-PCR em tempo
real e a multiplex, serem descritas como mais rapidas e com melhor sensibilidade
e especificidade em relacdo a monoplex semiquantitativa (TANG et al., 2005a;
TANG et al., 2005b), nossos resultados obtidos com ClI demonstraram que o
TAstV-2 de campo foi detectado com rapidez, em diferentes amostras clinicas,
além de evidenciarem boa sensibilidade e especificidade.

Durante o periodo de coleta das amostras clinicas, as aves apresentaram
sintomatologia clinica sugestiva de PEMS, com presenca dos sintomas de
diarréia, anorexia, prostracdo, baixo crescimento, ndo uniformidade e alta
mortalidade. O exame macroscopico dos 6rgédos revelou atrofia e hiperemia de
bursa de Fabricius e timo, severa enterite, com racdo mal digerida na luz
intestinal, além de alta distensédo da regido ileo-cecal devido aos gases e liquidos.
Essas mesmas caracteristicas foram observadas nos plantéis infectados pelo
TAstV-2 no Estado da Carolina do Norte, Estados Unidos (BARNES e GUY,
1997; BARNES et al., 1996; BEHLING-KELLY et al., 2002).

As lesbes histopatoldgicas observadas nos tecidos linféides analisados
apresentaram concordancia com a presenca do virus nesses tecidos, conforme
indicado pela RT-PCR. As lesdes microscépicas nas bursas como, por exemplo,

destruicdo leve a moderada dos foliculos linféides, rarefacdo linfocitaria,
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especialmente em regido medular, atrofia e necrose sdo concordantes com o
tropismo pelos érgéos linféides e a patogenia do TAstV-2 (QURESHI et al., 2000;
TANG et al., 2006).

Tang et al. (2006) analisaram, comparativamente, os efeitos causados por
dois isolados diferentes de TAstV (TAstV1987 e TAstV2001) sobre o6rgéos
linfoides de embribes de perus SPF e perus convencionais, experimentalmente
infectados. Os resultados revelaram diferenga de patogenicidade, pois, apesar de
lesbes macroscopicas em timo e bursa ndo terem sido relacionadas a
patogénese de nenhum dos isolados, apenas o TAstV1987 induziu lesbes
microscépicas em bursa de Fabricius, mas ndo em timo, sugerindo, apesar da
auséncia de lesdes timicas, que essa cepa seja responsavel por danos no
sistema imune dos hospedeiros. No entanto, ambas as cepas foram capazes de
causar enterite com lesdes intestinais macroscopicas similares, sendo, portanto,
considerados agentes etioldgicos de enterite em perus.

O tropismo e as lesdes histologicas na bursa de Fabricius, relacionados ao
TAstV1987, foram coerentes com os resultados observados no presente estudo.
Tang et al. (2006) observaram além de rarefacdo linfocitaria no tecido bursal,
aumento do estroma folicular. Com relagdo a andlise dos timos, os resultados
aqui observados divergem dos apresentados por Tang et al. (2006), uma vez que,
sinais de deplecdo celular e necrose na regido medular do timo estiveram
associados a deteccdo do TAstV-2, nos lotes do Triangulo Mineiro e nenhuma
alteragc&o na arquitetura timica foi observada na infec¢éo pelo TAstV1987. Pode-
se, entdo, sugerir que o virus identificado no presente estudo seja mais virulento
que o TAstV1987 e, ainda, € possivel que esteja associado a um quadro de
imunossupressdo mais severo. Essas observacfes podem indicar que hé
diferencas de patogenicidade entre as cepas isoladas nos EUA e a encontrada no
Triangulo Mineiro.

Diferenca a nivel molecular entre TAstV1987 e TAstV2001 foi, também,
descrita, onde a identidade nucleotidica com o TAstV-2 (n° de acesso ao
GenBank: AF206663) foi de 96,9% e 82,3% para TAstV1987 e TAstV2001,
respectivamente, indicando que o TAstV1987 é geneticamente mais relacionado
ao TAstV-2 do que o TAstV2001. Além disso, diferencas morfolégicas foram

reveladas, em que a aparéncia de estrela foi mais evidente no TAstV1987 do que
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no TAstV2001. Andlise das proteinas do capsideo por SDS-PAGE (dodecil sulfato
de sodio-eletroforese em gel de poliacrilamida) indicaram que os capsideos dos
dois isolados apresentam proteinas diferentes (TANG et al., 2006).

De acordo com Tang et al. (2005c), diferengas de patogenicidade sugerem
mudangas gendmicas, provavelmente, relacionadas a mutac¢des e recombinacdes
no virus provocadas pela polimerase viral. Segundo Matsui e Greenberg (2001), a
polimerase € uma enzima propensa a erro e a taxa de divergéncia para esse tipo
de enzima é estimada em 0,03% a 2,0% por nucleotideo/ano. Assim, é razoavel
sugerir que o TAstV1987 e TAstV2001 tenham sido alvos de mutagdes
genbmicas que podem, também, estar relacionadas a patogenicidade diferente
apresentada pelo virus detectado em Minas Gerais.

O fato dos HAstV-3 e HAstV-7 compartilharem identidade de sequiéncias
de aminoacidos de 84,3% para a regido do capsideo e, ainda, serem
classificados como sorotipos diferentes, levaram Tang et al. (2005c) a hipotese
de que os isolados TAstV1987 e TAstV2001, cuja identidade para a mesma
regido é de 82,8%, pertencam a sorotipos diferentes.

A bursa Fabricius é um érgéo linféide exclusivo de aves, localizado na face
superior da cloaca, com a qual se comunica (BAUMEL, 1993). Este 6rgdo é
indispensavel ao desenvolvimento e funcionamento do tecido linféide periférico e
a competéncia para manutencdo da imunidade humoral constituida por células B
(GLICK, 1960), pois, juntamente com o timo, promove a maturacdo e a
transferéncia de linfocitos para outros tecidos dependentes tais como, o baco,
glandula lacrimal da terceira palpebra e nddulos linfaticos agregados ao canal
alimentar (SILVA et al., 2003).

Alteracdes histopaldgicas em bursa e timo sdo capazes de comprometer a
resposta imunolégica das aves e favorecer infecgbes secundéarias (TANG et al.,
2006; MARIN et al., 2003). Yu et al. (2000) detectaram um SRV, posteriormente
reconhecido como TAstV, relacionado a enterite e hemorragia de timo em perus
acometidos por quadro severo de imunossupressado e elevada mortalidade,
provavelmente, acompanhado de infec¢des por outros patégenos “oportunistas”.

Qureshi et al. (2000) demonstraram a translocacdo do TAstV-2 do trato
gastrointestinal aos 6rgdos linféides, em que perus SPF e convencionais

inoculados, via oral, evidenciaram a presen¢a do antigeno viral em tecidos
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intestinais 2 a 4 dias pds-inoculagdo, enquanto tecidos linféides como, bursa, timo
e baco, apresentaram-se positivos ao antigeno a partir de 4 a 8 dias poés-
inoculacdo. Além disso, a infec¢do pelo TAstV-2 comprometeu a defesa imune
mediada por linfocitos, por reduzir a linfoproliferagéo e os linfécitos CD4- e CD8+
(presumivelmente células T-citotoxicas) no estagio agudo da infeccdo. As aves,
experimentalmente infectadas pelo TAstV-2, reproduziram sintomatologia clinica
tipica da PEMS no campo e semelhante & apresentada pelas aves do presente
estudo.

Yu et al. (2000) mostraram que a combinacédo de TAstV-2 e TCoV em
protocolos experimentais resultaram em surtos com mortalidade elevada,
comparados a dados individuais com os mesmos patdégenos, sugerindo que a
severidade dos sinais clinicos e da mortalidade pode estar relacionada com os
agentes envolvidos e com a ocorréncia de co-infecgdes.

Teixeira et al. (2007), através da RT-PCR, histopatologia e
imunohistoquimica, relataram a presenca de TCoV em rebanhos comerciais de
perus, provenientes de granjas do Triangulo Mineiro, acometidos de severa
diarréia, mortalidade e ndo uniformidade do crescimento. De acordo com o0s
nossos resultados, é possivel que TAstV-2 e TCoV estejam co-circulando nos
plantéis em Minas Gerais, causando um impacto sinérgico negativo sobre a
saude das aves com, consequente, potencializacdo dos sinais clinicos PEMS-
like.

Os AstVs séo conhecidos, principalmente, por causar gastroenterite aguda
em humanos e animais jovens. Os HAstVs sdo bem caracterizados antigénica e
geneticamente, no entanto, informagdes sobre TAstV ainda s&o limitadas. A
aplicacéo de testes de diagndéstico como, RT-PCR e andlises de sequenciamento,
pode fornecer bases moleculares para diferengas antigénicas entre espécies de
TAstV, isoladas no campo e, consequentemente, contribuir para a formulagéo de
estratégias para prevengdo e controle de doengas causadas por esses virus.
Além disso, a definicdo das caracteristicas das proteinas do capsideo, altamente
variaveis, pode esclarecer sobre a disseminagéo e a evolugdo dos TAstVs.

De acordo com os resultados aqui apresentados, todos os swabs cloacais

analisados foram positivos para TAstV-2, sugerindo disseminagéo viral, com



39

intensa diarréia e mudancas significantes detectadas nos 6rgdos do sistema
imune.

Até 0 momento, com base na literatura nacional e internacional, a alta
homologia observada entre o virus encontrado em Minas Gerais e o isolado na
Carolina do Norte, em relagdo a regido ORF1b, sugere o primeiro relato de
TAstV-2 circulante em plantéis comerciais de perus na América Latina. Outros
estudos sdo necessérios para elucidar a possibilidade de varios gendtipos do
TAstV circulantes entre aves comerciais e selvagens e, ainda, para entender a

epidemiologia viral nessas espécies.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos, analisados e discutidos no presente estudo

permitem as seguintes conclusoes:

Pela RT-PCR dirigida aos genes codificadores da polimerase e das
proteinas do capsideo, foi possivel detectar um TAstV do Tipo 2 (TAstV-2)
em amostras de swabs cloacais, bursa de Fabricius, timo e baco de perus
(Meleagris gallopavo) de 30 a 45 dias de idade, com sintomas de diarréia,
baixo crescimento e alta taxa de mortalidade, da Regido do Triangulo

Mineiro.

A técnica de RT-PCR se configurou como uma metodologia eficaz na
deteccdo do virus de campo e, ainda, mostrou boa sensibilidade e

especificidade, além de praticidade na execugéo.

A histopatologia, perus de 30 a 45 dias, com quadro clinico de enterite,
apresentaram lesdes em oOrgédos linféides primarios, bursa de Fabricius e
timo, bem como o bago, confirmando o tropismo do TAstV-2 pelo o sistema

imune de perus com enterite aguda.

Os sinais clinicos, deteccdo viral e lesGes histopatoldgicas observadas,
foram compativeis com as descricdbes para a infeccdo por TAstV-2,

segundo a literatura.
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ABSTRACT. The reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) of
turkey astrovirus (TAstV) capsid and polymerase gene was applied in the bursa of
Fabricius (BF), thymus (TH), spleen (SP) and cloacal swabs (CS) from young
poults with PEMS (Poult Enteritis Mortality Syndrome). The histological lesions
were atrophy, lymphoid depletion, cellular infiltration and necrosis of BF, TH and
SP, respectively. The RT-PCR reactions were positive in all of 100 CS, 7 out of 10
of BF, 10 out of 20 TH and SP, respectively, for the polymerase gene of TAstV-2.
Five out of 10 TH and SP samples, considered as negative by RT-PCR, were
positive when specific primers designed to the TAstV-2 capsid gene were applied.
Finally, this is the first description of turkey astrovirus infection presenting PEMS in

Latin America.

KEY WORDS: PEMS, poult enteritis complex and turkey astrovirus.
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Poult enteritis mortality syndrome (PEMS) is a highly infectious disease of
young turkeys characterized by diarrhea, stunting, immunosupression, and high
mortality [3, 11]. "Poult enteritis complex" (PEC) is a pathological condition in
young turkeys, characterized by mild diarrhea, immunosupression and low
mortality [1].

Turkey astrovirus (TAstV) has been incriminated in both PEMS and PEC
outbreaks, associated to other pathogens [11]. Besides, it was firstly described in
1980 in the United Kingdom, and later identified in 1985 in the United States,
identified as TAstV-1 [6,9]. Ten years later, a second type, which was genetically
distinct from the first isolate, was detected circulating in the United States
designated as TAstV-2 [5]. There are no reports on TAstV infection in turkeys in
Latin America although it was reported in the United States.

In general, astrovirus is small, non-enveloped, positive sense ssRNA virus
associated with enteric disease, incriminated to result in more economic loss than
those affecting any other system in humans, mammalian and avian species [9,
10]. In order to overcome the inexistence of vaccine, bio-security measures are
essential to avoid virus infection and spread [4, 7, 8].

In this study, to verify the TAstV-2 and/or TAstV-1 infection among Brazilian
young poults (45-day-old), suffering from lymphoid atrophy and mild enteric
disorder, bursa of Fabricius — BF (n=10), thymus — TH (n=20), spleen - SP (n=20)
and cloacal swabs — CS (n=100) were collected and analysed by histopathology
and RT-PCR, respectively.

The BF, TH and SP were fixed in 10% neutral buffered formaldehyde during
24hr, embedded in paraffin and sectioned for conventional histopathology

investigation [17, 18]. The RNA extraction, from CS and tissue suspensions, was
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performed following the same procedure established before [17]. In our laboratory
no Astrovirus is available, so it was not used TAstV-2 as positive reference control
in this study to verify the specificity, however other RNA virus, as infectious

bronchitis virus (IBV), was included as negative control [4, 7, 8].

The first set of primers, MKPOL10 (forward) and MKPOL11 (reverse) were
used to amplified 802-bp fragment within the polimerase gene of TAstV [5]. The
second set of primers named TAst_Cap_F and TAst_Cap_R described as being
able to amplify the capsid-protein-encoding genes were used (GenBank accession
numbers Y15936 and AF206663) with respective expected size of 236 for TAstV-1
and 222bp for TAstV-2. [2]. An internal RT-PCR control, beta actin gene loci of
Meleagris gallopavo genome was included as a house keeping gene. The
oligonucleotides were: beta actin foward (5"- AAGATCTGGCACCACACTTTC- 37)
and beta actin reverse (5- ACAGCTTCTCCTTGATGTCAC- 3) reported in
GenBank accession number X00182, able to produced a fragment around of
400bp [2, 5,14, 15]. The RT-PCR was performed following the instructions of
"One-step Superscript IlI®" RT-PCR commercial kit (Invitrogen), using 2ul of the
total RNA as a template for amplification in a final volume of 50ul/reaction. A total
of 10ul of PCR products were electrophoresed, visualized by ethidium bromide
staining and documented. All the RT-PCR products were directly sequenced using
the BigDye Terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) using the
same set of primers in order to confirm the identity of the amplified products [13-

16].

The BF lymphoid follicles showed mild to moderate destruction and

depletion, especially observed in the medulla. A great number of lymphoblast cells
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accomplished by follicular atrophy and necrosis. The thymus showed follicles
depletion, intense necrosis and diffuses inflammatory cells. Spleen showed diffuse
necrosis areas (data not shown). All these changes characterize the immune
dysfunction observed by clinical signs as being mild enteritis, low growth

performance and mild diarrhoea.

The expected products of around 802bp and 222bp were considered
positive. All CS (100/100), 7 out of 10 BF, and 10 out of 20 TH and SP, confirmed
the amplification of polymerase gene of TAstV-1 and TAstV-2 (Fig.1A and B).
Respective sequencing and comparison by BLAST search confirmed the identity
of these amplified products as belonging to the polymerase gene related to the
TAstV-2 ORF1b (data not shown). The second set of primers for the ORF2,
allowed us to obtain 5 amplified products of 222 bp (Fig. 1C) in 10 out of 20
samples (TH and SP), considered negative for the first set of primers. The
sequences revealed a similarity of 98% with TAstV-2 North Carolina Q/34/1990

strain (data not shown).

Regarding to TAstV diagnosis, the electron microscopy is the most reliable
technique usually performed for virus diagnosis. However these viruses share
similar morphological features. The fluorescent antibody assay and the RT-PCR
are more appropriated [6, 11, 12]. In this study, it was possible to amplify the
polymerase gene of TAstV-2 from all CS assayed by simple RT-PCR. Real time
and multiplex RT-PCR assays are described as being faster although complicate
enzyme catalytic reaction could lower the sensitivity by causing false negative

results [14, 15, 17]. For instance, a very high homology between our results from
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ORF 1b and ORF2 sequences, suggest the presence of TAstV-2
(Carolina/034/1999) strain in Latin America.

In fact, differences in pathogenesis were also described, especially when
embryos and turkeys have been experimentally infected by these different isolates
TAstV2001 and TAstV1987 [12]. However, only TAstV1987 induced lesions in the
bursa and no alteration was visualized in the thymus. Afterwards, the TAstV1987
isolated seems cause impairment of the immune system. These reports suggested
genomic changes in the new isolated TAstV 2001, probably occasioned by
followed infections with differences in the biological properties [16].

In conclusion, the present study suggests TAstV may infect the turkeys in
Brazil and may be associated with the pathogenesis of PEC. Further experimental
studies are necessary to elucidate the possibility of this virus be incriminated on

PEC.

ACNOWLEDGMENTS: This work was partly supported by FAPESP and CAPES.

REFERENCES

1. Barnes, H.J., Guy, J.S. and Vaillancourt, J-P. Rev sci tech Off. Int. Epiz..
19:565-588.

2. Cattoli, G., Battisti, C De., Toffan, A., Salviato, A., Lavazza, A., Ceriolli, M.
and Capua, |. 2006. Arch. Virol. 152:595-602.

3. Culver, F., Dziva, F., Cavanagh, D. and Stevens, M.P. 2006. Vet. Rec.
159:209-210.

4. Guy, J.S., Miles, A.M., Smith, L., Fuller, F.J. and Schultz-Cherry, S. 2004.

Avian Dis. 48:206-211.



57

5. Koci, M.D., Seal, B.S. and Schultz-Cherry, S. 2000. J. Virol. Meth. 90:79-
83.

6. McNulty, M.S., Curran, W.L. and McFerran, J.B. 1980.Vet. Rec. 106:561.

7. Patin-Jackwood, M.J., Spackman, E. and Woolcock, P.R. 2006a. Virus
Genes 32:187-192.

8. Patin-Jackwood, M.J., Spackman, E. and Woolcock, P.R. 2006b. Avian Dis.
50: 397-404.

9. Saif, L.J., Saif, Y.M. and Thail, K.W. 1985. Avian Dis. 29:798-811.

10. Saif, Y.M., Saif, L.J., Hofarce, C.L., Hayhow, C., Swayne, D.E. and Dearth,
R.N. 1990. Avian Dis. 34:762-764.

11.Schultz-Cherry, S., Kapczynski, D.R., Simmons, U.N., Koci, M.D., Brwon,
C. and Barnes, H.J. 2000. Avian Dis. 44:256-265.

12.Sellers, S.H., Koci, M.D., Linnemaun, E., Kelley, L. and Schultz-Cherry, S.
2004. Avian Dis. 48:531-539.

13.Tang, Y. and Saif, M. 2004. Avian Dis. 48:896-901.

14.Tang, Y., Murgia, M.V. and Saif, Y.M. 2005a. Avian Dis., 49:514-519.

15.Tang, Y., Wang, Q. and Saif, Y.M. 2005b. J. Virol. Meth. 126:81-86.

16.Tang, Y., Murgia, M.V., Ward, L. and Saif, Y.M. 2006. Avian Dis. 50: 526-
531.

17.Teixeira, M.C.B, Luvizotto, M.C.R., Ferrari, H.F., Mendes, A. R. and
Cardoso, T.C. 2007. Avian Pathol. 36:29-33.

18.Thouvenelle, M.L., Haynes, J.S. and Reynolds, D.L. 1995. Avian Dis.

39:328-336.



58

Figures captions

Fig.1.

Agarose gel electrophoresis of the RT-PCR products: MW- Molecular
Marker 1Kb plus; 1A) Positive field samples from: CS- cloacal swabs; BF-
suspension from bursa of Fabricius using first set of primers MKPOL10
and MKPOL11 (arrow showing negative result obtained from thymus
suspension); 1B) Positive field sample from thymus (TH) using second set
of primers TAst Cap_F and TAst Cap_R (arrow); 1C) Positive field
sample from the spleen suspension using the first set of primers
MKPOL10 and MKPOL11 (arrow).
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Anexo Il - LISTA DE REAGENTES

Acido borico (PM 61,83 Gibco BRL®)

Agarose ultra-pura (Gibco BRL®)

Brometo de etideo (PM 394,3 Invitrogen®)

dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen®)
EDTA dissodium (Gibco BRL®)

Etanol (Merck®)

Formol 10% (Merck®)

Kit Superscript Il one step RT-PCR (Invitrogen® USA)

© © N o o b~ w0 bdh PR

MEM — meio essencial minimo (Gibco BRL®)

10. Oligonucleotideos iniciadores (Invitrogen®)

11.Padr&o de peso molecular 1Kb plus (Invitrogen®)

12. Proteinase K (Gibco BRL®)

13.SDS (Sigma®)

14.TRIS (hidroximetil amino metano) (PM 121,14 Gibco BRL®)
15. TRizol (Invitrogen®)



60

Anexo Ill — SOLUCOES E TAMPOES

A) Solucéo de lise:

- 0,1 mM TRIS (Gibco BRL®)

- 0,01mM EDTA (Gibco BRL®)
- 0,1% SDS (Sigma®)

- H2O bidestilada gsp. 1000 mL
-pH 8,4

B) Tampé&o de corrida para eletroforese em gel de agarose: Tris-acido
borico-EDTA) 10 X [ ]:

- 89 mM TRIS (Gibco BRL®)

- 89 mM &cido borico

- 2 mM EDTA dissodium

- H2O bidestilada gsp. 1000 mL
-pH 8,4

C) Gel de agarose 2%
- 1 g de agarose
- TEB (Tris-4cido boérico — EDTA)
- Aquecer até dissolver a agarose
- Adicionar 15 L de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

D) Alcool 70%

- Alcool etilico hidratado MERCK 92,8° INMP-95,0° GL 35,71 mL
- H2O bidestilada gsp. 100 mL
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Anexo IV — PROTOCOLOS PARA PREPARO DE SUSPENSOES

A)

Suspensdes de swabs cloacais

Suabes cloacais com contelido fecal

2. Transporte em temperatura de até 4°C

Imersé&o individual em 200 mL de solucéo de lise em tubos conicos de 1,5

mL, livres de DNA/RNA e autoclavados 3 vezes consecutivas

4. Banho-maria a 37°C por 30 min.

5. Centrifugar a 3.000 x g por 15min.

B)

Retirar os suabes e submeter o contetdo liquido ao método do TRizol®

(Invitrogen®) para extracdo de RNA total

Suspensdes de bursa, timo e bago

Fragmentos de bursa, timo e bago, acondicionados ao gelo

Pesar 2 g de cada 6rgdo em papel aluminio autoclavado, utilizando
tesouras e pingas individuais, autoclavadas trés vezes consecutivas

Com auxilio de cadinhos e pistilos de porcelana, autoclavados trés vezes
consecutivas submeter a digestdo mecanica de cada fragmento, em
momentos diferentes para evitar contaminagao cruzada

Realizar a digestdo mecénica em fluxos laminares Classe Il e ligar a luz

ultravioleta entre cada etapa do processo

. Adicionar 3 mL de MEM aos fragmentos de 2 g e ap0s a desintegracao

mecanica, adicionar 20 ug/mL de proteinase K

Aguardar alguns minutos e submeter a centrifugacdo em tubos cénicos
estéreis de 15 mL, a 3.500 x g por 15min.

Remover o sobrenadante e retirar 200 pyL para a extragdo de RNA pelo
método do Trizol® (Invitrogen®)

Guardar o restante em tubos de criopreservagédo em freezer -86°C



