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RESUMO

O virus da reticuloendoteliose (VRE) é um retravique infecta varias aves domésticas e
silvestres. A infec¢do pelo VRE pode resultar emnossupresséo, sindrome do definhamento,
alta mortalidade ou neoplasia aguda de célulasutates e/ou linfomas de células B ou T.
Casos de linfomas causados pelo VRE sdo semelhaosesbservados na Leucose Aviaria
(LA) e doenca de Marek (DM), o que impossibilitditerenciacéo histopatolégica entre estas
doencas. A metodologia diagnéstica adotada atuséénmara o VRE ndo permite deteccao de
infeccdes ativas causadas por este virus. O peesstiido objetivou o desenvolvimento de
métodos de diagndstico para a deteccdo de infecgfiemss pelo VRE. Foram utilizados
amostras, fixadas em formalina a 10% e embebidgsaeaiina, de fibroblastos de embrides de
galinhas - DF-1 CEF e de tecidos de embribes dernadexperimentalmente infectados com o
VRE, além de tecidos provenientes de arquivo refesea infeccdes naturais e experimentais
pelo VRE em galinhas e perus. Os métodos de Hibgdbin situ e imunoistoquimica foram
desenvolvidos utilizando, sonda de RNA construigeardir da variante APC 566 e, anticorpo
policlonal anti-VRE disponivel comercialmente, respramente. Os protocolos de HIS e IHQ
desenvolvidos neste estudo foram adequados pateecédo do genoma e antigenos virais das
variantes do VRE testadasem células e tecidos embrionarios inoculados
experimentalmente Reacdes cruzadas ou de virus representativos d@o gru
Leucose/sarcoma aviario ndo foram evidenciadasfire@ndo a especificidade dos
métodos. Em casos de arquivo com transformacaoéasecg e diagndstico prévio de
VRE, observou-se marcacédo positiva em apenas unestiam(de um total de 10),
sugerindo auséncia de infeccéo ativa nestes cagasivos, 0 que pode comprometer a
sensibilidade da HIS e IHQ. Portanto, os métodosik e IHQ desenvolvidos neste
estudo, sdo eficazes para a identificagdo de idéscgtivas pelo VRE.



ABSTRACT

Reticuloendotheliosis virus (REV) is a retrovirdmtt infects a variety of domestic
and wild birds. REV infection can result in immuanppression, runting syndrome, high
mortality, or acute reticular cell neoplasia andferor B-cell lymphomas. Lymphomas
caused by REV resemble those associated with Akeucosis (AL) and Marek’s
disease (MD). Therefore, histopathologic differatiin of these diseases is not
possible. Currently available diagnostic methods REV do not detect active
infections. In order to develop diagnostic methfldsREV active infections, nameln
situ hybridization (ISH) and immunohistochemistry (IHC)sections from
experimentally inoculated 10% formalin-fixed, andradfin embedded cultured DF-1
chicken embryo fibroblasts (DF-1 CEF), as welliasues from experimentally infected
Japanese quail embryo tissues, and archive tisBoes birds with natural and
experimental infections were used. ISH and IHC ysssaere developed using
riboprobes and a commercially available polyclanabn REV antiserum, respectively.
These ISH and IHC protocols were adequate to d&&dt genomic sequences and
antigens in cultured cells and embryo tissues exyertally inoculated. No evidence of
cross reactions or labeling of cells infected witpresentative strains of Avian
Leucosis/sarcoma group of viruses (ALV) were obsénconfirming the specificity of
these methods. Only one case (in a total of 10sg¢asiearchive paraffin embedded
tissues with previous diagnosis of reticuloendotisés was positive by ISH and IHC,
indicating lack of active infection, which can inpthe sensitivity of the ISH and IHC
developed in this study. In conclusion, the diagroassays described here were
suitable to identify active REV infections.



INTRODUCAO

Os linfomas em aves podem ser
decorrentes de infeccdes por diferentes
virus, além de causas né&o infecciosas
gue incluem agentes fisicos, quimicos,
ou alteracbes genéticas. O herpesvirus
aviario, conhecido como virus da
Doenca de Marek (VDM), além de
diversos retrovirus como o virus da
reticuloendoteliose (VRE), o virus da
Leucose Aviaria (VLA), demais
retrovirus pertencentes ao grupo da
leucose/sarcoma aviario (VLSA) e o
virus da Doenca Linfoproliferativa
(VDLP), este ultimo descrito somente
em perus, sdo alguns agentes
oncogénicos e imunossupressores em
aves (Payne, 1998; Davidson e
Borenstein, 1999; Payne e Venugopal,
2000; Witter e Fadly, 2003, Zavala et al.,
2006b).

O VRE, classificado como um gamma-
retrovirus, inclui um grupo de variantes
de retrovirus patogénicos, denominado
grupo da reticuloendoteliose, que
compartilha similaridades estruturais,
morfolégicas e antigénicas com 0s
retrovirus tipo C de mamiferos. Porém, o
VRE néo é estrutural, imunoldgica ou
morfologicamente semelhante aos virus
pertencentes ao grupo leucose/sarcoma
aviario (Purchase e Witter, 1975; Payne,
1998; Witter e Fadly, 2003). O VRE
afeta galinhas, perus, patos, gansos,
faisbes, codornas e varias aves silvestres
(Ley et al., 1989; Hayes et al.,, 1992;
Peterson et al.,, 2002; Witter e Fadly,
2003; Zavala et al., 2006a; Barbosa et al.
2007a,b). A doenca clinica € mais
comum em perus, porém em alguns
casos a etiologia ndo pode ser
determinada, sendo estes casos
presuntivamente considerados infec¢fes
por VRE (Sarma et al., 1975; Paul et al.,

1976; Witter e Glass, 1984; Witter e

Salter, 1989; Hafez, 2001), que ¢

amplamente disseminado (Witter e

Fadly, 2003). A manifestacéo clinica da
infeccdo pelo VRE pode variar de

sindrome de refugagem, caracterizada
por atrofia acentuada de tecidos
linféides; a neoplasia aguda de células
do sistema reticuloendotelial e/ou

linfomas de células B ou T, de acordo
com as propriedades oncogénicas das
diversas variantes virais (Witter e Fadly,

2003).

O VRE pode ser classificado, de acordo
com sua capacidade de replicacédo, em (i)
variantes ndo-defectivas, lentamente
transformantes, que induzem leucose de
células B ou T por insercdo viral
randémica dentro do genoma da célula
hospedeira, resultando em ativacdo de
um proto-oncogene ou desativacdo de
um anti-oncogene (Witter et al., 1986); e
(i) variantes defectivas, rapidamente
transformantes, que carreiam um ou
mais oncogenes virais e induzem a
doenca dentro de alguns dias apds a
infeccdo. Variantes defectivas do VRE
necessitam de variantes n&o-defectivas,
auxiliares felpers) para sua replicacao.
A maioria dos isolados de campo séo
nao-defectivas para replicagdo em
cultivos celulares e, portanto, néo
possuem oncogenes virais (Robinson e
Twiehaus, 1974; Payne, 1998; Witter e
Fadly, 2003).

A doenca clinica causada pelo VRE,
mesmo esporadica, pode ocorrer por
transmissdo natural durante a fase aguda
da doenca, de forma vertical, com
contaminacdo das células germinativas
do ovario e/ou no oviduto infectado, ou
horizontal, através do alimento,
excrecdes e/ou mecanicamente por
insetos (McDougall et al., 1981; Witter e



Salter, 1989; Davidson e Braverman,
2005). Porém, a maioria dos casos esta
relacionada a administracdo de vacinas
contaminadas com o VRE a animais
jovens, o] que confere a
reticuloendoteliose importancia
econbmica (Yuasa et al., 1976; Jackson
et al., 1977; Taniguchi et al., 1977; Isfort
et al., 1992; Fadly, 1997; Hertig et al.,
1997; Garcia et al., 2003; Singh et al.,
2003; Singh et al., 2005; Wang et al.,
2006; Witter e Fadly, 2003). Portanto,
infeccoes pelo VRE podem resultar em
interferéncia negativa na avicultura
comercial, devido as perdas de producéo
ou contaminacgéo de células provenientes
de aves, que sdo utilizadas em
laboratorios (Fadly, 1997; Witter e
Fadly, 2003).

A sequéncia gendmica do VRE pode,
apos retrotranscricdo, sofrer integracdo
ao genoma de alguns virus de DNA,
incluindo o Poxvirus aviario e o VDM,
comumente controlados através de
vacinacdo administradas a aves
comercias em todo o mundo (Witter e
Fadly, 2003). Nestes casos, o VRE fica
integrado ao DNA viral sob a forma de
provirus, que corresponde ao genoma do
VRE retrotranscrito em DNA e
incorporado ao genoma do virus DNA.
Entretanto, para que ocorra doenca
clinica devido ao uso de vacina
contaminada, a mesma tem
necessariamente que carrear o provirus
intacto (Yuasa et al., 1976; Jackson et
al., 1977; Taniguchi et al., 1977; Isfort et
al., 1992; Fadly et al., 1996; Hertig et al.,
1997; Kim e Tripathy, 2001; Garcia et
al., 2003; Singh et al., 2003; Witter e
Fadly, 2003; Singh et al., 2005; Wang et
al., 2006). Além disso, o VRE pode ser
transmitido tanto vertical quanto
horizontalmente, por secrecdes naturais,
vetores mecanicos e bioldgicos,

incluindo insetos que podem disseminar
o virus entre as aves (Paul et al., 1976;
Witter e Glass, 1984; Witter e Salter,
1989; Hayes et al.,, 1992; Payne, 1998;
Peterson et al.,, 2002; Davidson e
Braverman, 2005).

O VDM, um herpesvirus, causa linfoma
de células T, enquanto o VLA, um
retrovirus, assim como o VRE, causa
linfoma de células B. Contudo,
considerando-se que o VRE pode causar
linfomas tanto de células B quanto T, a
identificacdo de marcadores celulares
por imunoistoquimica (IHQ), como os
CDs, por exemplo, ndo é suficiente para
o diagnostico diferencial dos agentes
causadores destes tumores (Witter e
Crittenden, 1979; Crespo et al., 2002).

Os métodos laboratoriais para o
diagnostico do VRE sdo limitados.
Atualmente, apenas testes sorologicos
sao realizados em lotes comerciais de
aves poedeiras e de corte e em perus
(Hafez, 2001). Tais testes, que utilizam a
técnicas de ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay), permitem a
deteccéo de anticorpos circulantes contra
VRE, porém, ndo sdo capazes de
identificar infecgbes ativas (Witter e
Fadly, 2003). A avaliacao
histopatologica, permite o diagnostico de
linfoma, porém n&o é suficiente para a
identificacdo do agente com base nas
caracteristicas morfolégicas das lesbes
(Crespo et al, 2002). A PCR
(polymerase chain reaction) (Aly et al.,
1993; Davidson et al., 1995), o
isolamento viral (Solomon et al., 1976;
Cui et al., 1986; Chen et al., 1987; Cui et
al. 1988) e a imunofluorescéncia indireta
sdo também utilizados, porém sem
sucesso para a deteccdo de infeccdes
ativas (Witter et al., 1982; Witter e
Salter, 1989; Crespo et al., 2002,
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Peterson et al.,, 2002; Witter e Fadly,
2003; Zavala et al, 2006a).

Os retrovirus expressam cinco proteinas
estruturais, uma proteina de envelope e
uma polimerase. As proteinas estruturais
sdo codificadas a partir do gene gag,
sendo estas denominadas pl0, pl2,
ppl8, pp20 e p30, e consideradas grupo
antigeno especifico. Anticorpos contra
p30 podem reagir cruzadamente com
p30 de diferentes retrovirus, o que
estabelece esta proteina como grupo-
especifica.A proteina componente do

envelope viral é composta por dois
peptideos denominados (i) unidade de
superficie (US), a gp90 (proteina viral

imunodominante), que possui epitopo C-
terminal localizado na superficie de

células infectadas; e (i) unidade

transmembrana (UT), a gp20 (Davidson
et al., 1996; Witter e Fadly, 2003).

A imunoistoquimica (IHQ) permite a
localizagdo de antigenos virais em
tecidos, através da utilizacdo anticorpo
primario especifico, conjugacao
enzimatica e anticorpo secundario
marcadoou biotinizado, com ou sem a
utilizacdo de métodos de amplificacéo.
O anticorpo especifico primério pode ser
mono- ou policlonal e o anticorpo
secundario, conjugado a biotina, reage
contra a regido Fc do anticorpo priméario,
permitindo a interacdo deste complexo
com o sistema de deteccdo, que
corresponde a enzimas e complexos
avidina-biotina A enzima pode ser
conjugada com o anticorpo primario
(método direto), ou ao anticorpo
secundéario (método indireto), ou ainda
com o0 complexo avidina-biotina
(métodos de amplificacdo), permitindo a
visualizacdo apods adicdo do substrato
enzimatico e de um cromdgeno

(University of Georgia, 1998; Ramos-
Vara, 2005).

A deteccdo de um antigeno alvo é
importante para o estudo da patogénese
de um agente infeccioso. Expressao de
proteinas virais (antigenos) ou proteinas
transformadas, decorrentes de
transformacdes neoplasicas, podem ser
detectadas na superficie celular,
citoplasma, organelas e/ou nucleo. No
caso das doencas virais, particularmente
por retrovirus, a deteccdo de antigenos
indica infeccdo ativa (Ramos-Vara,
2005).

O VRE tem um genoma de RNA, de
senso positivo, linear, simples e né&o
segmentado. O genoma completo tem
aproximadamente 8300 nucleotideos,
com pequenas diferencas entre as
variantes virais. As sequéncias de
repeticdo terminais (LTRS) possuem
tamanho aproximado de 600
nucleotideos. A regido terminal 5’ do
genoma possui um nucleotideo cap
metilado com tipo 1 sequencial de
m7G5ppp5'GmpNp. A regido terminal
3 tem em cada mondmero uma
sequéncia poli A e uma estrutura similar
a tRNA. Como descrito acima, o0 genoma
codifica  proteinas  estruturais, de
envelope e uma DNA polimerase RNA
dependente.

A utilizacdo da técnica de hibridizac&o
in situ (HIS) permite a localizagdo do
genoma viral, através da utilizacdo de
sondas de DNA ou RNA. Kits
comerciais de substratos e marcadores
como a NTB (itroblue tetrazolium
chloride) adicionado ao BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato), permitem a
visualizagcdo do genoma ou sequéncias
alvo (University of Georgia, 1998). A
deteccdo genbmica de um determinado

11



agente infeccioso permite um
diagnéstico  definitivo e  melhor
compreenséao do envolvimento do agente
na patogenia da doenca, principalmente
no que se refere ao carater da infeccéo
ou atividade do agente em determinado
momento da doenca.

Considerando-se a biologia do VRE, os
métodos de imunoistoquimica e
hibridizagdoin situ sdo extremamente

promissores para a deteccdo de
antigenos e do genoma viral em tecidos
e células infectados, respectivamente.
Portanto, 0s seguintes  objetivos
especificos foram estabelecidos para o
presente estudo:

Avaliar a eficacia da imunoistoquimica
(IHQ) para a deteccdo de antigenos do
VRE e da hibridizacam situ (HIS) para

a deteccdo de acidos nucléicos do VRE

em células ativamente infectadas,
proporcionando:
1. Diferenciacdo entre VRE e

componentes do grupo VLSA,;

2. Identificacdo de células infectadas
pelo VRE;

3. Confirmacéo a etiologia de casos de

linfomas em perus, galinhas e codornas
com diagndstico presuntivo de infeccéo
por VRE.

CAPITULO 1

Deteccédo do Virus da
Reticuloendoteliose por métodos de
imunoistoquimica e hibridizag&o in
situ em fibroblastos de embrides de
galinha (Gallus gallus)
experimentalmente inoculados

1.1. Introducgéo

Até o presente, ndo existem métodos
laboratoriais para o diagnostico de
infeccbes ativas pelo VRE. Testes
sorolégicos, particularmente técnicas de
ELISA, permitem a deteccdo de
anticorpos circulantes contra VRE,
porém, ndo sdo capazes de identificar
infeccdes ativas. A avaliacao
histopatoldgica ndo € suficiente para a
identificacdo do agente com base nas
caracteristicas morfolégicas das lesfes.
A PCR folymerase chain reaction), o
isolamento viral e a imunoflorescéncia
indireta sdo também utilizados, porém
sem sucesso para a deteccdo de
infeccdes ativas (Witter et al., 1982;
Witter e Salter, 1989; Hafez, 2001,
Crespo et al., 2002; Peterson et al., 2002;
Witter e Fadly, 2003; Zavala et al,
2006a).

Visando o desenvolvimento de técnicas
de imunoistoquimica e hibridizac&a

situ para 0 diagnéstico de
reticuloendoteliose aviaria, foram
utilizadas neste estudo células

experimentalmente infectadas vitro.

Para tanto, foram utlizadas células
UMNSAH/DF-1-CEF, que €& uma
linhagem celular espontaneamente

imortalizada, proveniente de fibroblastos
de embrides de galinh&ast Lansing
Line/chicken line zero (ELL-0) com 10
dias de idade. As células tém morfologia
fibroblastica normal, sao livres de

12



sequéncias endogenas relacionadas aos formando

grupos VLSA e REV e ndo possuem
transcriptase reversa, 0 que previne
recombinagcbes em experimentacdes
envolvendo tais virus. Estas células

também  apresentam inibicdo de
crescimento por contato e rapido
crescimento em cultivo, atingido
densidades entre 1,1-1,9 x °10

células/cri. Tais células suportam a
replicacdo de retrovirus aviarios, sendo
gue a transformacdo neoplasica de
monocamadas em cultivo pode ser
induzida por diversos oncogenes como o
v-myc (Petropoulos e Hughes, 1991;
Himly et al., 1998; Schaefer-Klein et al.,
1998). Adicionalmente, esta linhagem
celular fibroblastoide, é amplamente
utilizada para isolamento e propagacao
viral, expressao de proteinas
recombinantes e producdo de virus
recombinantes. Além dos retrovirus,
estas células séo susceptiveis a infecgcao
e suportam a replicacdo de grande
variedade de virus, incluindo os virus do
grupo VLSA (Schaefer-Klein et al,
1998).

A hibridizacdo in situ (HIS) € uma
técnica que permite localizacdo precisa
de sequéncias especificas de acidos
nucléicos em cortes histologicos. A
deteccdo de acidos ribonucléicos,
guando adequadamente preservados, é
mais sensivel que a deteccdo de DNA.
Este método se baseia na aplicacdo de
uma sonda constituida de uma fita
complementar de RNA ligada a
marcadores  que permitem sua
visualizagdo por microscopia Optica
(Brown, 1998). Por outro lado, a
imunoistoquimica (IHQ) permite a
deteccdo de proteinas especificas em
células ou tecidos e consiste na
utilizacdo de um anticorpo primario que
se liga a um antigeno especifico

um complexo antigeno-
anticorpo. Posteriormente, o complexo é
identificado pela aplicacdo de um
anticorpo secundario conjugado a um
complexo enzimatico, que na presenca
de substrato, promove a precipitacdo de
um cromégeno no local de marcagéo
(Ramos-Vara, 2005).

O objetivo deste Capitulo foi avaliar as
técnicas de imunoistoquimica e
hibridizag&oin situ para a deteccdo do
VRE em células experimentalmente
infectadasn vitro.

1.2. Material e métodos

Os procedimentos de hibridizagémositu

e de imunoistoquimica foram realizados
no Departamento de  Patologia
Veterinaria daUniversity of Georgia
(Athens, Georgia, EUA). Os protocolos
utilizados foram modificados a partir de
metodologias previamente descritas por
Brown (1998) e University of Georgia
(1998). Os procedimentos de cultivo
celular e inoculagcdo viral foram
realizados noPoultry Diagnostic and
Research Center da University of
Georgia (Athens, Georgia, EUA).

1.2.1. Linhagem celular, cepas virais e
inoculagéo

As células UMNSAH/DF-1 CEF
(ATCC# CRL-12203, MI) foram
cultivadas em placas de cultivo (placas
de Petri, ndo toxicas, biologicamente
inertes, opticamente transparentes e
tratadas com poliestireno plastico) de
100 mm de didmetro com meio
modificado de  Dulbecco Eagle
(Dulbecco’'s modified Eagle's medium
DMEM) com 10% de soro fetal bovino e
passagens duas vezes por semana com
uma razdo de subcultivo de 1:2. Para
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tanto, o meio de cultivo era descartado e
as células eram lavadas em solucao de
tripsina a 0,25% e 0,53 mM de EDTA,
seguido da adi¢cédo de 2 a 3 ml da mesma
solucdo de tripsina e EDTA. As células
eram entdo observadas até seu
desprendimento e dispersédo (5 a 15
minutos). Em seguida foram adicionados
6 a 8 ml de meio de cultivo completo e
as ceélulas eram aspiradas por pipetagem.
As células foram entdo cultivadas a
37°C por 4 dias em atmosfera de 5-10%

CO..

As células foram inoculadas com 5 X 10
TCIU (tissue culture infective units),

apos crescimento em placas de cultivo
de 100 mm de diametro. Cinco variantes
do VRE foram utilizadas, bem como
representantes virais do grupo da VLA
(Tabela 1). Todas as cepas Vvirais
utilizadas foram gentilmente cedidas

pelo Dr. Guillermo Zavala Roultry
Diagnostic and Research Center,
Department of Population Health,

University of Georgia, Athens, Georgia,
EUA). Para controle negativo, placas de
cultivo também foram inoculadas com
PBS estéril.

Para a preparacdo de células infectadas
incluidas em parafina em laminas
histologicas de carga positiva, foram

preparadas suspensodes de células apés

tratamento com solugcdo de tripsina e
EDTA, conforme detalhado acima. As
células foram centrifugadas por 5
minutos a 1.000 g e incluidas em gel de
agarose a 1% para fixagcdo em formalina
a 10% por 24 horas e processamento
histotécnico rotineiro para inclusdo em

parafina. Subsequentemente, seccdes de

4 pum foram montadas em l|aminas
histologicas de carga positiva e
aquecidas por 15 minutos a 60°C para
adesdo do corte. Laminas coradas com

hematoxilina-eosina foram examinadas
ao microscopio 6ptico para avaliacdo da
viabilidade celular.

1.2.2. Hibridizacaon situ

Para a construcdo da sonda de RNA
(riboprobe), foi utilizada a variante
denominada APC 566 do VRE, que
contém duas LTRs idénticas e um
genoma completo incluindo as regides
gag, gag-pol e env, com alta similaridade
com as sequéncias gag e pol de outras
variantes do VRE. O cDNA foi
sintetizado a partir de 2 pg de RNA com
iniciadores oligo-dT(18), 0,25 mM de
dNTPs e transciptase reversa
(Superscript,  Invitrogen,  Carlsbad,
California, EUA), seguindo as instrugdes
do fabricante. O cDNA foi amplificado
por PCR e o produto foi purificado
utilizando-se um kit comercial PCR
purification Kit, Qiagen, Valencia,
California, EUA), ligado em um vetor
TA (pGEM-Teasy vector, Promega,
Madison, Wisconsin EUA) e introduzido
em Escherichia coli competente por
choque térmico. Colbnias positivas
foram identificadas por PCR e
sequenciadas em duplo sentido para
confirmacdo do inserto correto. Os
plasmideos foram preparados utilizando-
se um Kit comercial (Promega). O
produto resultante foi clivado com Sacll
seguido por transcricAm vitro com a
RNA polimerase SP6, gerando um RNA
anti-senso de aproximadamente 448pb
de nucleotideos, que foi utilizado como
sonda de RNA, denominada VRE-gag-
500. Adicionalmente, foram construidas
mais duas sondas denominadas VER-
gag-259 e VRE-gag-151, de acordo com
o tamanho das mesmas (Tabela 2). Estas
sondas anti-senso foram utilizadas para
hibridizagdo in situ em células
experimentalmente infectadas por VRE e
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representantes do grupo do VLA, fixadas concomitantemente e utilizadas como
em formalina a 70% e incluidos em  controle.

parafina, conforme descrito acima.

Sondas senso também foram geradas

Tabela 1. Identificacdo das variantes do VRE e sydas virais representativos do grupo
do VLA utilizados neste estudo.

Amostra Acesso GenBank Genoma* Descricdo do Virus

Rev-A NC 0069348295 8295 Virus da Reticuloendoteliose
Virus da Reticuloendoteliose, pro-viral,

Rev-T K00555 X02759 1923 oncogene - v-rel

Rev APC 566 DQ 387450 8286 Virus da Reticuloendoteliose

Rev RU ND** ND** Virus da Reticuloendoteliose

Rev 397 A ND** ND** Virus da Reticuloendoteliose
(Sinteticamente construido a partir do

RCASBPA BD2615841162 11628 Subgrupo A do ALV

RAV-1

Subgrupo A NC_001408 7286 Virus do sarcoma de Rous

RAV-2

Subgrupo-B M14902 1289 Virus do sarcoma de Rous,

RAV-49

Subgrupo-C  AF033808 9392 Virus do sarcoma de Rous

RAV-50 Virus do sarcoma de Rous

Subgroup D  M22730 1285 (strain Schmidt-Ruppin)

ALV-J PDRC Z46390 7441 Subgrupo J (HPRS-103 ALV)

ALV —J

ADOL AY 027920 7612 Subgrupo J (ADOL 7501)

RSV -B ND** ND** Virus do sarcoma de Rous

* Tamanho do genoma em pares de bases (pb).
** ND = n&o disponivel.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para amplificagas sondas utilizadas para hibridizacao
in situ no presente estudo, com o tamanho dos respectiodstps.

Iniciador Sequéncia (5'-3) Tamanho*
VRE-gag Senso 1 TGCGCAAGTTATGTGAGTCGGA 448**
VRE-gag Senso 2 AGGCGGCCCGTGCTCCCCTCAGC 259
VRE-gag Anti-Senso 2 CCCGTTCCCCAGTTTCCCTAAGGGG

VRE-gag Senso 3 GGAGGGCTCAATTCCTGGATG 151

VRE-gag Anti-Senso 3

CCACTTCGGGTGTGGGGAGGGCTC

* Tamanho do produto de PCR em pares de bases (pb).
** O produto indicado para o iniciador “VRE-gag Senl” (448 pb) foi obtido
amplificando-se com o iniciador “VRE-gag Anti-Seriso

Células incluidas em parafina foram
cortadas a im de espessura e montadas
em laminas histologicas para
hibridizagdo in situ como descrito
previamente (Brown, 1998). As laminas
foram desparafinizadas a %D por 20
minutos e lavadas em Hemo-De (PMP
Medical Industries, Irving, Texas, EUA)
por 20 minutos. As células foram re-
hidratadas em PBS contendo 5 mM de
MgCl, por 10 minutos em temperatura
ambiente, lavadas em Tris 0,2 M pH 7,5
e 0,1 M de glicina (Glycocoll, Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA) por 10 minutos em temperatura
ambiente e incubadas com proteinase K
em tampéo Tris 10 mM pH 7,5 com 2
mM CaC} por 15 minutos a 37°C. A
atividade enzimética foi bloqueada por
lavagem em Tris 0,2 M pH 75e 0,1 M
de glicina. As células foram incubadas
em solucdo de pré-hibridizacdo por 1
hora a 42°C seguido de incubacdo por
aproximadamente 18 horas a 4°C em
solucdo de hibridizagéo (@ da solugéo
final de transcricdo contendo a sonda de
RNA anti-senso em 70l de solucéo de
pré-hibridizacdo). Posteriormente, foram

feitas lavagens de 30 minutos a 50°C
com 2x SCC com 1% SDS e 30 minutos
a 50°C com 1x SCC com 0,1% SDS, 30
minutos a temperatura ambiente com 1x
SSC, 15 minutos a temperatura ambiente
com 0,1x SSC e 5 minutos a temperatura
ambiente com tampéo 1 (100 mM Tris—
HCI pH 7.6, 150 mM NacCl). As laminas
foram entdo incubadas por 2 horas a
37°C com 7Qul de anti-digoxigenina-AP
(Roche  Diagnostics, Indianapolis,
Indiana EUA)em diluicdo de 1:300 em
tampao 1 com 2% de soro de ovelha. Em
seguida, foram realizadas 3 lavagens
com tampdo 1 por 15 minutos cada a
temperatura ambiente, e tampéo 3 (100
mM Tris—HCI pH 9.5, 100 mM NacCl, 50
mM MgCl,) por 5 minutos a temperatura
ambiente. Foi adicionado o substrato, 4,5
ul de NBT (Nitroblue tetrazolium
chloride, Roche Diagnostics) com 3%
BCIP (®-bromo-4-chloro-3-indolyki-
phosphate, Roche Diagnostics) por ml
de tampéo 3, com adi¢do de uma gota de
5 mM de levamisole (Vector
Laboratories, Burlingame, California,
EUA) para bloqueio da peroxidase
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enddégena. As células foram entdo
contra-coradas com hematoxilina.

1.2.3. Imunoistoquimica.

Células incluidas em parafina e cortadas
a 4um de espessura, conforme detalhado
acima para 0 procedimento de
hibridizacédo in situ, foram utilizadas
para imunoistoquimica conforme
descrito previamente (University of
Georgia, 1998). As laminas foram
desparafinizadas a %0 por 15 minutos

e lavadas em citro solvente (Hemo-De)
por 20 minutos a 3T por 20 minutos.
Como método de recuperacdo antigénica
foi utilizado o microondas por 10
minutos, com imersdo dos tecidos em
tampéo comercial  Mector Ag
Unmasking Solution [1:100]; Vector
Laboratories). Foi utilizada solucado de
caseina para blogueio de reacdes
inespecificas Ix Power block/Universal
Blocking Reagent, Biogenex, San
Ramon, California, EUA).

Foi utilizado um anticorpo primario

policlonal anti-VRE, disponivel
comercialmente (Charles River
Laboratories, Wilmington,

Massachusetts, EUA), incubado por 18
horas a 2C. A incubacdo dos tecidos
com o] anticorpo secundario,
biotinilizado anti-galinha e disponivel
comercialmente (Vector Laboratories),
foi realizada por 1 hora a %7. Foi
utilizado um kit cromégeno disponivel
comercialmente \(ector red, Vector
Laboratories). As células foram contra-
coradas com hematoxilina.

1.3. Resultados
O protocolo de inclusdo em gel de

agarose seguido de processamento para
inclusdo em parafina ndo resultou em

nenhuma evidencia histoldgica de injuria
celular, indicando que este protocolo é
adequado para o desenvolvimento dos
protocolose de hibridizacaon situ e
imunoistoquimica para o VRE.

1.3.1. Hibridizacaon situ

A sonda REV gag-500 hibridizou com

células  provenientes de cultivo,

peletizadas e fixadas com formalina 10%
tamponada/alcool 70% e embebidas em
parafina, experimentalmente infectadas
com variantes do VRE e amostras
representativas do grupo VLSA

(controle de especificidade), bem como
células inoculadas com PBS (controle
negativo). As células fribroblastoides de
embrides de galinha UMNSAH/DF-1-

CEF foram susceptiveis a infeccéo
experimental com todas as variantes do
VRE (Tabela 1), conforme demonstado
pelo protocolo de HIS utilizado neste

estudo.

O protocolo de HIS utilizado revelou ser
adequado para deteccdo do genoma de
todas as variantes do VRE utilizadas,
além de permitir a diferenciagdo entre
VRE e demais variantes utilizadas como
controle de especificidade, ndo sendo
observadas reacfes cruzadas.

A sonda de RNA anti-senso REVgag-
500 resultou em maior intensidade de
marcacdo quando comparada a demais
sondas geradas e testadas (Tabela 2).
Sondas senso, simultaneamente geradas,
ndo foram capazes de detectar &cidos
nucléicos do VRE. Células inoculadas
com PBS foram negativas para marcagao
por HIS. Coloracdo ou sinal né&o-
especifico ndo foi observado com a
utilizacéo deste protocolo. A
porcentagem de células positivas variou
entre seccbes, sem padrdo determinado,
porém, ndo entre variantes virais. Houve
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intensa marcacao tanto no nucleo quanto
no citoplasma (Fig. 1), somente nas
amostras inoculadas com o VRE.

1.3.2. Imunoistoquimica

Neste estudo de imunoperoxidase
indireta, a linhagem celular proveniente
de fibroblastos de embrido de galinha
UMNSAH/DF-1-CEF, demonstrou
susceptibilidade a infeccdo experimental
para todas as variantes do VRE testadas
(Fig. 1 e Tabela 1).

O protocolo utilizado revelou-se
adequado para detecgédo de antigenos do
VRE de todas as variantes testadas. Os
resultados permitiram também,
diferenciacdo do VRE dos virus
representantes do grupo do VLA, sem
observacdo de reacdes cruzadas. As
células inoculadas com PBS néo
apresentaram imunomarcagao.

Coloragédo de fundo ndo-especifica ndo
foi observada com o protocolo descrito

e, em concordancia com os resultados
obtidos com o método de HIS, a

porcentagem de células positivas variou
entre secc¢des histoldégicas, mas sem
padrdo determinado. As células

demonstraram intensa marcagao tanto no
ndcleo quanto no citoplasma (Fig. 1) o

gue ndo foi observado nos controles
negativos.

1.4. Discussao

Este estudo demonstrou que as células
fribroblast6ides de embrides de galinha
UMNSAH/DF-1-CEF sdo um bom
modelo para o estudo de métodos de
diagnostico do VRE, permitindo a
deteccdo de antigenos e do genoma viral.

Os resultados similares entre as variantes
do VRE utlizadas neste estudo, em
relacdo aos padrdes de marcacao, tanto
na HIS quanto na IHQ se deve,
provavelmente, a alta similaridade das
sequéncias gag entre as diversas
variantes e a variante denominada APC
566, cuja sequéncia foi utilizada para a
construcdo da sonda de RNA. Estes
resultados indicam que estes métodos de
HIS e IHQ tém potencial para serem
adicionados ao repertorio de técnicas de
diagnostico para o VRE, além de ser os
unicos meétodos capazes de identificar o
virus em casos de infec¢fes ativas.

Com base nos resultados obtidos com
células experimentalmente inoculadas, a
mesma metodologia de pesquisa foi
aplicada a tecidos fixados em formalina
10% e embebidos em parafina,
provenientes de embrides de codorna
infectados experimentalmente e casos

arquivados de infecgbes naturais
(Capitulo 2).

CAPITULO 2
Detecc¢éo do Virus da

Reticuloendoteliose por métodos de
imunoistoquimica e hibridizag&o in

stu em embrides de codorna
experimentalmente  inoculados e
tecidos arquivados fixados em

parafina 10% e incluidos em parafina
2.1. Introducéo

Os resultados apresentados no Capitulo
1 demonstraram que as técnicas de
hibridizagdoin situ e imunoistoquimica
foram eficientes para a identificacdo de
células experimentalmente inoculadas
com o REV. Estes resultados motivaram
o delineamento dos experimentos
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Figura 1. Fibroblastos de embrides de galinha B¥ierimentalmente infectados com
variantes do VRE. 1a, 2a, 3a, 4a e 5a: Controlgatives inoculados com PBS estéril;
1b, 2b, 3b, 4b e 5b: imunoistoquimica de célulasutadas com as variantes VRE-T,
VRE-RU, VRE-APC 566 e VRE-397 A, respectivamente, Pc, 3c, 4c e 5c:
hibridizacaoin situ de células inoculadas com as variantes VRE-T, VREVRE-APC
566 e VRE-397 A, respectivamente.
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descritos neste Capitulo, visando a
afericdo destes métodos de diagndstico
para a identificacdo de antigenos e
acidos nucléicos do REV em tecidos de
embrides experimentalmente infectados
e em casos de arquivo com diagndstico
presuntivo ou definitivo de
reticuloendoteliose. Cabe ressaltar que
as doencas linfoproliferativas em aves
sdo consideradas de dificil diferenciacéo
clinica e histopatologica (Crespo et al.,
2002). Pronta diferenciacdo entre o0s
agentes facilitaria métodos de controle e
erradicacdo das doencas, reduzindo a
morbidade e mortalidade.

Considerando-se que a maioria do
material enviado para realizacdo de
diagnéstico histopatoldgico corresponde
a tecidos fixados em formalina a 10% e
incluidos em parafina, métodos de
diagnostico que permitam a utilizacéo de
amostras nestas condicoes de
preservacao seriam de grande utilidade e
importancia diagnostica. Além disso, a
grande quantidade de material arquivado
em laboratérios de diagndstico € um
importante  recurso para estudos
retrospectivos de doencas infecciosas.
Portanto, métodos que permitam a
identificacdo de antigenos e acidos
nucléicos neste tipo de material
permitem melhor utilizacdo deste
importante recurso.

Neste estudo, o0s métodos de
hibridizagdo in situ e de
imunoistoquimica descritos no Capitulo
1 foram adaptados para deteccdo do
genoma e de antigenos do VRE em
embrides de codorna experimentalmente
inoculados e em tecidos arquivados
fixados em formalina 10% e incluidos
em parafina.

2.2. Material e métodos

Os Procedimentos de inoculagéo viral de
embrides de codorna e obtencdo das
amostras foram realizados reoultry
Diagnostic and Research Center da
University of Georgia (Athens, Georgia,
EUA). Foram também utilizados tecidos
fixados em formalina, provenientes de
casos arquivados de infec¢Bes naturais e
experimentais pelo VRE, em galinhas e
perus (amostras positivas), bem como
tecidos de aves infectadas com o VDM e
0 VLSA, utilizados como controle de
especificidade. As amostras de tecido
utilizadas neste estudo estdo descritas
em detalhe no Anexo 1.

Foram inoculados 100 embribes de
codorna de 5 dias de idade, sendo 20
ovos com cada uma das 5 variantes do
VRE utilizadas para inoculacdo de
células no Capitulo 1 (Tabela 1). O
inéculo foi constituido de £0TCIU em

50 ul de PBS. Foram selecionados 25
embrides, sendo 5 inoculados com cada
uma das variantes do VRE. Embribes
nao infectados (n=5), inoculados com o
mesmo volume de PBS estéril e foram
utilizados como controle negativo. No
dia da eclosdo, os embrides foram
colocados a temperatura de “QQpor 2
horas e, em seguida, foi aberta a
cavidade celomatica e o0s embrides
foram fixados por imersdo em formalina
a 10% por 24 horas. Foram feitas
seccdes transversais dos embrides para
processamento histolégico e inclusdo em
parafina.

2.2.1. Hibridizacdo in situ e
imunoistoquimica

Cortes histologicos de 4um de

espessura, das amostras de tecidos de
embribes de codornas infectados
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experimentalmente e de tecidos de
arquivo, foram processados para
hibridizag&oin situ e imunoistoquimica

utilizando-se o protocolo descrito no
Capitulo 1.

2.3. Resultados

2.3.1. Hibridizagcaen situ

A sonda utlizada  demonstrou
especificidade elevada, ndo sendo
evidenciadas reacdes cruzadas ou

marcacdes nao-especificas. Os embrides
de codorna foram susceptiveis a todas as
variantes do VRE utilizadas neste
estudo, conforme demonstrado pela HIS,
susceptibilidade a infeccdo experimental
utilizadas. O genoma viral de todas as
variantes utilizadas neste estudo foi
detectado por HIS principalmente no
proventriculo, que se apresentava sem
transformacéo neoplasica. Houve
marcacdo tanto do epitélio quanto da
musculatura do proventriculo na maioria
dos embrides infectados (19 em 25;
76%), independentemente da variante do
VRE, sugerindo possivel tropismo viral
para este orgao (Fig 2; Tabela 3). Além
do proventriculo, foi observada
marcacao positiva em células endoteliais
de dois embribes infectados com a
variante VRE-T (Tabela 3). As células
positivas apresentaram intensa marcacao
tanto no nucleo quanto no citoplasma
(Fig. 2). Nao foram observadas
alteracdes histoldgicas em nenhum 6érgéo
dos embrides infectados, nem mesmo no
proventriculo.

A partir dos resultados positivos obtidos
com a infeccdo experimental, a mesma
metodologia foi aplicada a tecidos
fixados em formalina a 10% e
embebidos em parafina, provenientes de
casos arquivados de infec¢bes naturais e
experimentais, totalizando 10 casos
(Anexo 1). Apenas uma amostra de
bolsa de Fabricius de galinha
experimentalmente inoculada com a
variante SNV do VRE no dia da incluséo
e com amostras colhidas aos 140 dias de
idade, com infiltracdo neoplasica de
células linféides na bolsa, foi positiva
por HIS para o VRE. Todas as demais

amostras com infeccdo natural ou
experimental foram negativas.

2.3.2. Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi capaz de

detectar a presenca de antigenos quando
aplicada em tecidos de embribes de
codorna experimentalmente inoculados
com todas as variantes do VRE
utilizadas neste estudo (Tabela 1). Os
embrides de codorna foram susceptiveis
a infeccdo experimental para todas as
variantes do VRE utilizadas, conforme
evidenciado pela IHQ. A semelhanca
dos resultados obtidos com HIS,
antigenos do VRE, de todas as variantes
estudadas, foram detectados no
proventriculo na maioria dos embrides
infectados (19 em 25; 76%),
independentemente da variante do VRE
(Tabela 4). A localizacdo de antigenos
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Tabela 3. Org&os positivos para VRE pela hibridipag situ de acordo com as diversas

variantes do VRE utilizadas*.

Orgéos Variantes (n = 5)**
VRE-A VRE-T VRE-APC VRE-RU VRE-397 A
566

Proventriculo 4 4 5 3 3
(epitélio)

Proventriculo 4 3 4 3 2
(musculatura)

Vaso sanguineo 0 2 0 0 0

(endotélio)

* Foram incluidos na tabela apenas 6rgdos que exiegam marcacao positiva, embora
tenham sido examinados todos os 6rgaos, uma veasgambrides foram submetidos a

cortes seriados.

** Foram estudados 5 embrides inoculados (n = &) cada uma das variantes do VRE.

do VRE no proventriculo, tanto do
epitélio quanto na musculatura, ocorreu
na auséncia de transformacao neoplasica
ou de qualquer outra alteracdo
histolégica do 6rgao sugerindo possivel
tropismo viral para este orgao (Fig 2;
Tabela 4). Houve marcacdo esporadica
em alguns outros 6rgdos do sistema
cardiovascular e musculo-esquelético
(Tabela 4). As células positivas
apresentaram intensa marcacdo tanto no
ndcleo quanto no citoplasma (Fig. 2).

A partir dos resultados positivos obtidos
com a infeccdo experimental, a mesma
metodologia foi aplicada a tecidos
fixados em formalina a 10% e
embebidos em parafina, provenientes de
10 casos arquivados de infeccbes
naturais e experimentais pelo VRE
(Anexo 1). Apenas a amostra de bolsa de
Fabricius de galinha que foi positiva pela
HIS, apresentou imunomarcagdo de
antigenos do VRE (Fig. 3). Semelhante
ao que foi observado com a técnica de
HIS, todas as demais amostras foram
negativas.
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Figura 2. Embrido de codorna experimentalmenteciafios com a variante VRE-RU.
Proventriculo de embrido infectado corado pela hexiiina e eosina (1la e 2a), com
células epiteliais positivas pela hibridiza¢gaaitu (1b e 2b) e pela imunoistoquimica (1c
e 2¢).
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Tabela 4. Orgdos positivos para VRE pela imunoistogca de acordo com as diversas
variantes do VRE utilizadas*.

Orgéos Variantes (n=5)**
VRE-A VRE-T VRE-APC VRE-RU VRE-397

566 A

Proventriculo 4 4 5 3 3

(epitélio)

Proventriculo 4 3 4 3 2

(musculatura)

Coracao 0 1 0 1 (endo e 0

(endocérdio) miocérdio)

Vaso sangliineo 0 2 0 0 0

(endotélio)

Musculatura 0 2 0 0 0

esquelética

Cartilagem 0 0 1 0 0

(condrécito)

*Foram incluidos apenas 6érgdos que apresentararcag@r positiva em quaisquer
variantes, porém, todos os o6rgdos foram avaliadesacordo com a exposicdo em
secges transversais.

** Foram estudados 5 embrides inoculados (n = &) cada uma das variantes do VRE.
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rRE
2D,

Figura 3. Bolsa de Fabricius de galinha experimiergate inoculada com a variante
SNV do VRE no dia da inclusdo e com amostras cathabs 140 dias de idade, com
infiltracdo neoplasica de células linféides com mminarcacao de antigenos do VRE.

2.4. Discussao

Os resultados deste estudo
demonstraram que a utilizacdo dos
métodos de IHQ, para deteccdo de
antigenos, e de HIS, para deteccdo do
genoma viral, sao eficientes para a
identificagdo da infeccdo ativa pelo
VRE. Estes meétodos  oferecem
velocidade e praticidade, além de
eficiéncia e sensibilidade no diagnéstico
do VRE. Contudo, tanto a HIS quanto a
IHQ tem baixa sensibilidade para a
identificacdo de casos em que o animal
ja tenha desenvolvido neoplasias, ou
seja, quando geralmente j4 nao ha
infeccdo ativa, conforme evidenciado

pela baixa frequéncia de positividade em

amostras de casos previamente
diagnosticados como reticuloendoteliose
aviaria. Como mencionado

anteriormente, os parametros clinicos e
histopatoldgicos séo insuficientes para o
diagnostico do VRE, o que tem sido
tradicionalmente baseado no isolamento
viral em cultivos celulares, PCR
(polymerase chain reaction),
imunofluorescéncia indireta e sorologia.
Contudo, tais metodologias sao
demoradas e requerem consideravel
capacidade  técnica, gerando a
necessidade de métodos alternativos de
diagnostico como a HIS e a IHQ.
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Os resultados obtidos no presente
estudo, com a aplicacdo da HIS e da
IHQ, suportam a hipotese de que o VRE
tem forte tropismo para o proventriculo,
tanto para o epitélio quanto para a
musculatura deste 6rgdo, ainda que sem
lesGes ou infiltracdo de células linféides.
Estes resultados estdo em concordancia
com o achado de proventriculite em aves
com infeccdo pelo VRE (Jackson et al.,
1977; Bagust et al., 1979), embora estes
estudos prévios ndo tenham tido
condicdo de estabelecimento de causa e
efeito. Cabe ressaltar que no presente
estudo ndo foram observadas lesbes no
proventriculo, o que pode ser devido ao
tempo apods inoculagdo, a espécie e idade
das aves utilizadas neste estudo.
Em comparacdo com estudos de
hibridizagdo in  situ  realizados
previamente em embrides de galinha
experimentalmente inoculados com
ALV subgrupo J, o VRE se demonstra
mais seletivo em embrides de codorna,
com forte tropismo para o proventriculo,
contrastando com a ampla distribuicdo
do ALV, evidenciada pela marcacao de
cardiomiocitos, células de Purkinje,
vasos sangiineos e musculatura lisa
pulmonar, glomérulos renais,
musculatura lisa gastrintestinal, tiredide,
adrenais, bolsa de Fabricius e hipofise
(Stedman et al., 2001; Williams et al.,
2004).

Tecidos de embrido de codorna
experimentalmente infectados
demonstraram ser um modelo util para o
estudo de métodos diagndsticos para o
VRE, sendo, os métodos de HIS e IHQ
utilizados neste estudo eficazes para a
deteccdo de todas as variantes do VRE
estudadas. Contudo, ao contrario dos
resultados obtidos com cultivo celular
(Capitulo 1) e com embrides de codorna

experimentalmente infectados, a
utilizacdo de IHQ e HIS resultou em
positividade em uma pequena fracdo das
amostras de tecidos arquivados, fixados
em formalina e incluidos em parafina, de
aves com neoplasia e diagnostico prévio
de RE, indicando sensibilidade
extremamente baixa destes métodos em
casos em que ja houve desenvolvimento
de neoplasias, sugerindo auséncia de
infeccdo ativa nestes casos, 0 que pode
comprometer a sensibilidade da IHQ e
HIS. Portanto, a auséncia de marcacao
pela HIS e IHQ nos casos de neoplasia
pelo VRE, pode ser devida a integracéo
proviral, que ocorre em infeccdes por
retrovirus, resultando na auséncia de
transcricdo do RNA viral e de expressao
de proteinas virais, que sao abundantes
durante a infecgao ativa (Nuovo, 2007).

Células linféides transformadas vitro
pelo VRE n&o produzem particulas
virais, embora sejam infectantes e
induzam reticuloendoteliose letal em
aves histocompativeis (Lewis et al.,
1981). Tem sido demonstrado em
neoplasias linféides causadas por
retrovirus em mamiferos, por exemplo
no caso do Virus da Leucose Bovina,
gue nao ha transcricdo do DNA proviral
e, consequentemente, ndo ha replicacao
do genoma viral nem expressdo de
proteinas do virus em células
neoplasicas (Kashmiri et al., 1985). Esta
baixa sensibilidade pode, ainda, ser
atribuida a degradacdes de RNA em
amostras de arquivo (Brown, 1998,
Ramos-Vara, 2005). Cabe ressaltar que
métodos moleculares de diagnéstico
situ sdo de grande utilidade na detecgéo
de infec¢bes causadas por virus. Dentre
as vantagens se incluem a velocidade na
obtencdo dos resultados, praticidade e
flexibiidade @ de  adaptagcdo  dos
protocolos. Contudo, ha desvantagens
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como resultados equivocados devido a
alteracBes autoliticas das células ou
tecidos e marcacbes nao especificas
(Haines e Chelack, 1991; Brown, 1998).
Portanto, uma limitacdo da HIS neste
caso se deve ao fato de que RNA isolado
de tecidos embebidos em parafina
apresenta menor qualidade em
comparagdo a amostras de RNA obtidas
de tecido fresco. Além disso, a fixacédo
com formalina pode levar a reacdes
bioquimicas com ligacdo entre &acidos
nucléicos e proteinas, além de
modificagbes covalentes do RNA pela
adicdo de grupos ndo metil as bases
puricas e pirimidinicas, em tecidos
expostos a sua acdo por tempo
prolongado (Brown, 1998, Ramos-Vara,
2005).

Os resultados obtidos neste estudo
indicam que a HIS e IHQ s&o métodos
eficientes para a deteccdo do VRE em
casos de infeccao ativa.
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4. Anexo - Amostras de tecidos fixados em formalina a 10%ctuidos em parafina
utilizadas neste estudo, com diagnéstico prévimigecdo pelo VRE.

Caso Origem Espécie Casos Histérico do animal  Fixacdo*
(blocos)
7052 (1) Dr. Fadly, Galinha Experimental - Material colhido aos 2 dias
United States inoc. variante SNV 140 dias de idade
Department of do VRE no dia da
Agriculture ecloséo
7079 (2) Dr. Fadly Galinha Experimental -  Material colhido aos 2 dias

inoc. variante SNV 179 dias de idade
do VRE no dia da
ecloséao

7100 (2) Dr. Fadly Galinha Experimental -  Material colhido aos 2 dias
inoc. variante SNV 126 dias de idade
do VRE no dia da
eclosao

7116 (1) Dr. Fadly Galinha Experimental -  Material colhido aos 2 dias
inoc. variante SNV 57 dias de idade
do VRE no dia da

ecloséo
R06-491 (1) Dr. Zavala, Codorna Experimental - N&o disponivel 1 ano
University of inoc. com VRE-
Georgia APC-566
R06-492 (3) Dr. Zavala Galinha Natural - VRE N&o disponivel 1 ano
(Attwater's detectado por PCR
praire)
R06-493 (6) Dr. Zavala Pert SPF Experimental - N&o disponivel 1ano
inoc. com VRE-
APC-566
A-85746(2)  Dr. Hafner, Peru N&o disponivel N&o disponivel 3 dias
United States
Department of
Agriculture
F00-283 (8) Dr. Prassad, Peru Natural - Material colhidoa 2 dias
University of isolamento e VRE 16" semana de idade
California - detectado por PCR
Davis
F00-699 Dr. Prassad Pera Natural - Material colhido a 2 dias
a7 isolamento e VRE 35 semana de idade

detectado por PCR

* Tempo de fixacdo em formalina a 10%
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