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O Complexo de Enterite de Perus (PEC) tem sido incriminado como uma das maiores causas
de perdas econdmicas nos paises como Canadd, USA e Reino Unido. O Brasil hoje assume o terceiro
maior produtor de carne de perus e derivados no dmbito mundial (AviSite, 2006). O coronavirus dos
perus (TCoV — Turkey Coronavirus) ocasiona uma doenga entérica aguda e altamente contagiosa nas
aves, inicialmente denominada de “doenga da crista azul”, e esta foi primeiramente identificada em
perus em 1951 (Breslin et al., 2001). Apds esforcos para identificar a etiologia da “doenca da crista
azul”, em 1973, o coronavirus, foi incriminado como o agente etiolégico (Guy, 2003). As grandes
perdas econdmicas resultantes da infec¢do pelo TCoV ocorrem por prejudicar o crescimento e a
conversdo alimentar em virtude de quadros de diarréia (Calibeo-Hayes et al., 2003; Guy et al., 2002;
Guy, 2003; Ismail et al., 2003), além dos gastos com medicamentos (Cavanagh, 2005b).

O TCoV pertence ao grupo 3 dos coronavirus, o qual também engloba o virus da bronquite
infecciosa das galinhas (IBV) e o coronavirus dos faisdes (PhCoV). Um quarto grupo surgiu apds a
identificacdo do SARS-CoV pelo World Health Organization em abril de 2003. Esse virus tem a
habilidade de infectar humanos e produzir doenga clinica denominada Sindrome Aguda Respiratdria
Severa (Marra et al., 2003). As particulas virais do coronavirus sdo envelopadas e possuem uma fita de
RNA simples, ndo segmentada com sentido positivo. A principal proteina estrutural do envelope € a
proteina S. Esta confere a aparéncia espiculada do virion, e é o principal alvo para anticorpos
neutralizantes, sendo a subunidade S1 a que contém a maior parte de sitios antigénicos. (Cavanagh,
2005a)., e neste estudo, foi realizada a deteccdo de coronavirus (TCoV) em perus afetados com 30-120
dias de idade de uma determinada regido produtora no Brasil.

Baseado nas técnicas de imunofluorescéncia e imunoperoxidase, o TCoV realiza sua
replicagdo primdria, primariamente nos enterdcitos do jejuno e ileo, e no epitélio folicular e
interfolicular da bursa de Fabricius. Em embrides inoculados, a replicagdo ocorre exclusivamente nas
células do epitélio intestinal e epitélio da bursa de Fabricius. As lesdes macroscépicas incluem
duodeno e jejuno pélidos e flacidos, ceco distendido e com conteddo aquoso, além de atrofia,
emaciacdo e desidratacdo de bursa. As lesdes microscdpicas englobam encurtamento das vilosidades
intestinais, aprofundamento das criptas, diminuicdo do didmetro intestinal, separacdo da lamina
prépria dos enterdcitos e sua infiltracdo por heterdfilos e linfécitos, e ainda, necrose, hiperplasia e
intensa inflamacdo heterofilica da bursa de Fabricius. O TCoV tem se mostrado permanecer vidvel em
tecidos intestinais armazenados a — 20°C ou menos, por mais de 5 anos (Guy, 2003).

A enterite por TCoV afeta perus de todas as idades e tem periodo de incubacdo de 1 a 5 dias
(Ismail et al., 2003; Sellers et al., 2004), com mortalidade podendo chegar a 100% ( Dalton et al.,
2002; Heggen et al., 1998; Loa et al., 2000; Sellers et al., 2004). O virus também tem sido associado
como um dos agentes causais da “Sindrome da Enterite e Mortalidade dos Perus” (PEMs), uma doenga
caracterizada por alta mortalidade, severo déficit no crescimento e imunodisfuncio (Calibeo-Hayes et
al., 2003; Cavanagh et al., 2005b; Guy, 2003; Ismail et al., 2003), resultado da atrofia dos érgdos
linféides (Heggen et al., 1998). A etiologia da PEMs ainda é desconhecida. Mas, muito agentes virais,
incluindo o Coronavirus, t€m sido identificados em perus com PEMs (Guy, 2003; Heggen et al.,1998;
Spackman et al., 2004). Segundo Ismail et al. (2003), a PEMs afeta principalmente perus com idade
entre 1 a 4 semanas. Os TCoV sdo eliminados nas fezes de aves infectadas, com transmissao
horizontal, a partir de ingestdo de fezes contaminadas e de materiais contaminados com fezes,
respectivamente (Guy, 2003).

Nao existe vacinacdo para TCoV (Cavanagh, 2005b; Sellers et al., 2004), sendo o controle da
enfermidade muito importante, uma vez que o tratamento da doenga geralmente ndo obtém sucesso
(Loa et al., 2006). O Coronavirus bovino (BCoV), em infec¢bes experimentais, foi capaz de causar
doenca em perus (Ismail et al.,2001), portanto deve-se obter medidas de seguranga quando houver
trafego entre duas espécies. No que tange ao isolamento, o TcoV propaga-se com sucesso em 0ovos



embrionados de galinhas e perus, quando inoculados na cavidade amniética (Guy, 2003; Ismail et al.,
2003). Além do isolamento viral, os meios diagndsticos mais freqiientes utilizados para detectar
infeccdo por TCoV sdo a imunofluorescéncia direta em cortes de congelacdo, a imunoperoxidase,
microscopia eletronica, ELISA de captura e a reacdo de PCR (Spackman et al., 2004). Neste sentido,
no presente estudo, decidimos empreender o desenvolvimento e aplicagio da reacdo de
imunohistoquimica direta em cortes histologicos de animais com quadros agudos de enterite,
enquadrados na sindrome de enterite e mortalidade dos perus no Brasil.

Os cortes contendo 4um foram submetidos ao processo de desparafiniza¢do com xilol e re-
hidratacdo com seqiiéncias de alcool e aquecidos no tampao citrato (pH 6.0) por 15 minutos para
ativacdo antigénica, visto que o antigeno normalmente € danificado durante o processo de fixacdo com
formol. Em seguida, a peroxidase enddgena, comumente encontrada em reagdes inflamatdrias, foi
bloqueada com banhos de 1 hora de peréxido de hidrogénio e, por fim as reagdes inespecificas foram
bloqueadas com uma solugdo 15% de leite em p6 desnatado por 1 h. O anticorpo IgG de galinha
acoplado a biotina produzido contra o IBV foi utilizado na detec¢do dos antigenos virais. A dilui¢do
6tima foi de 1:200 diluida em solug@o de 10% de leite em pd desnatado em solucdo tamponada de
fosfato (PBS). Apés a adi¢do do anticorpo, os cortes foram incubados durante 18h a 4°C em camara
umida. Para a revelag@o foi adicionado o complexo ABC da peroxidase aos cortes. Estes foram
incubados por 1 hora a 37°C e, em seguida, foram submetidos a um banho de 30 minutos em
temperatura ambiente em uma solucio contendo peréxido de hidrogénio 0,02% e diaminobenzidina. A
reacdo foi inibida através de lavagem em 4gua corrente e, por fim, os cortes foram contra-corados com
hematoxilina de Meyer.

Os cortes considerados positivos foram aqueles que apresentaram coloragdo marrom no
citoplasma. Os controles negativos foram aqueles em que o anticorpo foi substituido por PBS e
ocorreu auséncia de reagdes inespecificas. Essa metodologia apresentou bons resultados e pode ser
empregada para o diagndstico do TCoV em materiais suspeitos, provenientes do campo, podendo,
dessa forma, colaborar para que sejam tomadas medidas adequadas de biosseguranca no controle e
profilaxia da doenca.
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