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RESUMO 

 
Objetiva-se a identificação e graduação de lesão por Adenovírus espécie A sorotipo 1 
(FAdV-1) em moelas de frangos de corte oriundos da região Oeste do Paraná (PR) e 
Sul do Mato Grosso do Sul (MS), através das técnicas de macroscopia, microscopia, 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e avaliar o uso da Hibridização Fluorescente 
in situ (FISH) como ferramenta de diagnóstico. Foram analisadas 56 amostras de aves 
com idade entre um e 45 dias de vida, com suspeitas de erosão/ulceração em moela, 
em decorrência do baixo desempenho apresentado. As amostras foram classificadas 
em três grupos, conforme a idade: 1 (uma semana), 2 (duas a três semanas) e 3 
(acima de três semanas). Fragmentos de moela foram fixados em formol 10%, 
incluídos em parafina e cortados a 5μm em lâminas de vidro comum para serem 
coradas em hematoxilina-eosina (HE) e em lâminas silanizadas para a realização da 
FISH; também, foram coletados fragmentos para a realização da PCR, sendo estes 
armazenados a -20°C. Tanto na macroscopia quanto na microscopia, as lesões foram 
analisadas e classificadas em grau 1,2,3 e 4 conforme a lesão da membrana de 
coilina, presença de infiltrado inflamatório em mucosa com associação ou não de 
fibrose em lâmina própria, assim como a presença/ausência de corpúsculo de inclusão 
e o grau de marcação na FISH, o qual foi agrupado conforme a intensidade da 
presença do agente no tecido em discreta (até 10% do tecido), leve (11 a 30%), 
moderada (31 a 60%), acentuada (61 a 90%) e severa (91 a 100%). Das amostras 
analisadas, apenas 5,35% (3/56) apresentavam alterações macroscópicas leves a 
moderadas, pertencentes ao grupo 1 e 2 respectivamente; microscopicamente, 
92,85% (52/56) das amostras apresentavam lesão, sendo no grupo 1 visualizadas 
alterações de grau 1 e 2, totalizando 9,61% (5/52) e 28,84% (15/52); no grupo 2, 
alterações de grau 2 totalizando 21,15% (11/52) e no grupo 3, em 7,69% (4/52) não 
havia qualquer alteração histológica e em 40,38% (21/52) apresentavam lesão grau 
3. A presença de corpúsculo de inclusão foi visualizada em 28,84% (15/52) das 
amostras, com predomínio no grupo 1, totalizando 46,66% (7/15); 40% (6/15) no grupo 
2 e 13,33% (2/15) no grupo 3. A marcação do FISH foi positiva em 57,14% (32/56) 
das amostras, sendo 40,62% (13/32) no grupo 1; 15,62% (5/32) no grupo 2 e 43,75% 
(14/32) no grupo 3. A marcação da FISH foi positiva em 57,14% (32/56) das amostras, 
sendo 40,62% (13/32) no grupo 1; 15,62% (5/32) no grupo 2 e 43,75% (14/32) no 
grupo 3. A marcação moderada foi a com maior predomínio, obtida em aves do grupo 
1 e 3. Na PCR, 30,35% (17/56) revelaram resultados positivos, sendo 47,06% (8/17) 
no grupo 1; 41,18% (7/17) no grupo 2 e 11,76% (2/17) no grupo 3. Desta forma, 
conclui-se que as técnicas utilizadas foram eficazes para a detecção do FAdV-1, 
sendo a FISH uma ferramenta de diagnóstico passível a ser utilizada e a confirma-se 
a presença do FAdV-1 em granjas de frango de corte na região oeste do PR e Sul do 
MS.  
 
Palavras-chave: adenovírus; avicultura; diagnóstico; patologia.  



 

 

 

 

ABSTRACT 
 

The objective of this study was to identify and classify Adenovirus species A serotype 
1 (FAdV-1) lesions in gizzards of broilers from western Paraná (PR) and southern Mato 
Grosso do Sul (MS) regions, using macroscopy, microscopy and Polymerase Chain 
Reaction (PCR) techniques, and to test the use of Fluorescent In situ Hybridization 
(FISH) as a diagnostic tool. For this, samples were collected from 56 birds aged 
between one and 45 days with suspected gizzard erosion/ulceration, due to the low 
performance presented. The samples were classified into three groups, according to 
age: 1 (birds one week old), 2 (birds two to three weeks old) and 3 (birds three weeks 
old until slaughter). Gizzard fragments were fixed in 10% formalin, embedded in 
paraffin and cut at 5μm on glass slides to be stained with hematoxylin-eosin (HE) and 
on silanized slides for FISH; fragments were also collected for PCR and stored at -
20°C. Both macroscopically and microscopically, the lesions were analyzed and 
classified in grades 1,2,3 and 4 according to the coilin membrane lesion, presence of 
inflammatory infiltrate in mucosa with association or not of fibrosis in lamina propria, 
The degree of FISH staining was grouped according to the intensity of the presence of 
the agent in the tissue as mild (up to 10% of the tissue), light (11 to 30%), moderate 
(31 to 60%), severe (61 to 90%) and severe (91 to 100%). Of the samples analyzed, 
only 5.35% (3/56) presented mild to moderate macroscopic alterations, belonging to 
group 1 and 2, respectively; microscopically, 92.85% (52/56) of the samples presented 
lesions, with 9.61% (5/52) and 28.84% (15/52) of grade 1 and 2 alterations being seen 
in group 1; In group 2, grade 2 alterations totaling 21.15% (11/52) and in group 3, in 
7.69% (4/52) there were no histological alterations and in 40.38% (21/52) there were 
grade 3 lesions. The presence of inclusion bodies was visualized in 28.84% (15/52) of 
the samples, with a predominance in group 1, totaling 46.66% (7/15); 40% (6/15) in 
group 2 and 13.33% (2/15) in group 3. FISH staining was positive in 57.14% (32/56) 
of the samples, 40.62% (13/32) in group 1; 15.62% (5/32) in group 2, and 43.75% 
(14/32) in group 3. Moderate marking was the one with the highest predominance, 
obtained in birds from group 1 and 3. As for PCR, 30.35% (17/56) were positive, 
47.06% (8/17) in group 1, 41.18% (7/17) in group 2 and 11.76% (2/17) in group 3. 
Thus, we conclude that the techniques used were effective for the detection of FAdV-
1, and FISH is a diagnostic tool that can be used to confirm the presence of FAdV-1 in 
broiler farms in the western region of PR and southern MS.  
 
Keywords: adenovirus; diagnostic; poultry; pathology. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Nas últimas décadas, a produção brasileira de frango de corte tem se 

destacado dentre os demais setores produtivos (TREMEA; SILVA, 2020). Em 2020, o 

Brasil foi considerado o terceiro maior produtor e maior exportador de carne de frango, 

alojando 55.334.975 matrizes, produzindo 13,845 milhões de toneladas de carne, 

onde 31% foram destinadas à exportação (ABPA, 2021). Dentre as áreas 

responsáveis por esse avanço, destaca-se o melhoramento genético, a nutrição, as 

técnicas de manejo e a sanidade, onde qualquer falha em um desses âmbitos pode 

afetar o desempenho das aves e, consequentemente, aumentar o custo de produção 

(PESSOA et al., 2012). Neste cenário, sabe-se que as doenças infecciosas afetam o 

desenvolvimento das aves e culminam com prejuízos na mortalidade, sendo que as 

de origem viral compreendem um dos principais causadores de deficiências 

imunológicas, além de predisporem a infecções secundárias (HIRSCHMANN et al., 

2019).  

Os adenovírus são agentes infecciosos comuns tanto em aves domésticas, 

quanto em selvagens e dentre os gêneros que as acometem, são descritos o 

Siadenovirus, Atadenovirus e Aviadenovirus (FAdV), sendo este último dividido em 5 

espécies (A-E) e 12 sorotipos, embora espécies adicionais sejam conhecidas em 

perus, gansos, patos e pássaros selvagens (FITZGERALD, 2020). Os FAdV são 

disseminados vertical e horizontalmente e distribuem-se mundialmente na indústria 

avícola, sendo a maioria patógenos oportunistas com infecções subclínicas (CHEN et 

al., 2019). No entanto, investigações recentes afirmaram o papel emergente de 

algumas cepas de FAdV como patógenos primários, principalmente em galinhas, 

como as cepas da espécie A, sorotipo 1 (FAdV-1), causando erosão em moela (EM); 

cepas da espécie C, sorotipo 4 (FAdV-4), causando síndrome da hepatite-

hidropericárdica (SHH); além de cepas das espécies D (FAdV-D) e E (FAdV-E), 

causadores da hepatite por corpúsculo de inclusão (HCI) (HESS, 2020; KICHOU et 

al., 2020).  

A EM em frangos de corte, causada pelo FAdV-1, na maioria dos casos, é uma 

doença infecciosa emergente com impacto negativo na produtividade da granja 

(MIRZAZADEH et al., 2021). Os animais afetados podem apresentar manifestações 

clínicas inespecíficas, como retardo no crescimento causando desuniformidade do 
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lote ou serem assintomáticos, sendo a lesão visualizada no abatedouro. Quando 

acometidos, apresentam a moela distendida, com fluido hemorrágico e múltiplas 

erosões na membrana de coilina (HESS, 2020).  

De modo geral, o diagnóstico dos FAdV baseia-se em dados epidemiológicos, 

curso clínico patológico e a confirmação é feita por histopatologia, isolamento viral em 

cultivo celular, sendo a identificação realizada por meio do ensaio de 

imunofluorescência e/ou a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (KICHOU et al., 

2020). Ainda, conforme Hess (2020), além da PCR e isolamento viral, a sorotipagem 

por neutralização viral (NV), imuno-histoquímica e hibridização in situ (ISH) são 

técnicas muito utilizadas em laboratórios. No entanto, de acordo com Borzorg-Ghalati 

et al. (2019), dentre as técnicas de ISH disponíveis, a mais utilizada é a hibridização 

fluorescente in situ (FISH), porém até o presente momento, não há relatos do emprego 

desta para detecção de FAdV em frangos de corte.  

No Brasil, pesquisas recentes apontaram a presença do Aviadenovirus em 

granjas avícolas, no entanto, os relatos são escassos quando relacionados ao FAdV-

1. Diante disso, objetiva-se a identificação e graduação de lesão por FAdV-1 em 

moelas de frango de corte através da macroscopia e microscopia, e confirmação pelos 

métodos Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e Hibridização Fluorescente in situ 

(FISH), avaliando este último como ferramenta de diagnóstico em aves oriundas de 

granjas do Oeste do Paraná e Sul do Mato Grosso do Sul. 
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2. CAPÍTULO I 
 

Capítulo dedicado à revisão de literatura sobre adenovírus aviário.  

 

2.1 Adenovirose aviária  

 

O adenovírus aviário ou Fowl Aviadenovirus (FAdV) é conhecido por infectar 

aves na indústria avícola causando perdas significativas, além de possivelmente 

afetar uma ampla variedade de espécies selvagens (MCFERRAN; SMITH, 2000; 

CORREDOR; NAGY, 2019; FITZGERALD, 2020). Na avicultura, surtos ocasionados 

por FAdV estão associados à alta mortalidade e retardo no crescimento, resultando 

em perdas econômicas substanciais (KICHOU et al., 2020). O primeiro isolado de 

FAdV em aves doentes, foi proveniente de uma epidemia de doença respiratória em 

codornas no ano de 1950 (FITZGERALD, 2020). A partir deste ano, casos envolvendo 

infecções por FAdV foram relatados no mundo todo, como a HCI descrita pela primeira 

vez nos Estados Unidos em 1963 e a SHH relatada em 1988 no Paquistão 

(CORREDOR; NAGY, 2019).  

Os quadros de EM eram atribuídos à gizzerosina encontrada na farinha de 

peixe da ração, a qual semelhante a histamina, estimula a produção de ácido e diminui 

o pH; no entanto, nos últimos anos, as infecções por FAdV foram as mais 

diagnosticadas (GJEVRE et al., 2013). O primeiro caso de EM com origem adenoviral 

foi relatado por Tanimura et al. (1993) no Japão, em galinhas poedeiras de 60 a 70 

dias de vida, sendo caracterizado por lesões histológicas, marcação por 

imunohistoquímica e visualização em microscopia eletrônica. Porém, somente em 

2001, Ono e colaboradores, identificaram o FAdV-1 como o agente causador da EM 

em frangos de corte no Japão, através do polimorfismo de fragmentos de restrição 

utilizando a reação em cadeia da polimerase (PCR - RFLP). Desde então, há diversos 

relatos por todo o mundo, tanto em galinhas poedeiras quanto em frangos e corte. Em 

sua maioria, o FAdV-1 foi identificado como o agente etiológico e excepcionalmente 

outras cepas foram diagnosticadas, como o FAdV-8a e FAdV-8b (HESS, 2020). 

Recentemente, no entanto, os sorotipos 2 e 3 foram envolvidos em quadros de EM 

em galinhas poedeiras na Índia (CHITRADEVI et al., 2020).  
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2.2 Agente etiológico 

 

Os adenovírus são classificados como vírus não envelopados, icosaédricos, 

que medem de 70-90nm de diâmetro e possuem o genoma composto por DNA de fita 

dupla, que mede 26 a 54Kb, sendo classificado como tamanho médio entre os vírus 

DNA, com replicação no núcleo (DAVISON et al., 2003; WIGAND et al., 1982). O 

capsídeo do adenovírus é formado por três proteínas principais: hexon, bases 

pentônicas e fibra. O hexon é a principal proteína do capsídeo e desempenha um 

papel importante na organização do genoma, além de ter uma região relacionada à 

neutralização do vírus e especificidade do sorotipo (NICZYPORUK, 2018; LI et al., 

2018). A proteína da fibra, por sua vez, é responsável pela ligação na célula primária 

e pode estar envolvida na patogenicidade, enquanto as bases pentônicas 

desempenham um papel importante durante a penetração e entrada do vírus na célula 

(CHEN et al., 2019). Essas três proteínas do capsídeo contribuem para a maioria das 

atividades necessárias nos estágios iniciais da infecção por adenovírus (MEDINA-

KAUWE, 2013).  

Quanto à classificação, conforme o Comitê Internacional de Taxonomia dos 

Vírus (ICTV), a família Adenoviridae é dividida em cinco gêneros, de acordo com a 

distância filogenética, fragmentos de restrição enzimática, gama de hospedeiros 

suscetíveis, patogenicidade, neutralização cruzada e possibilidade de recombinação 

(HESS, 2020). Os gêneros são Mastadenovirus, Siadenovirus, Atadenovirus, 

Ichtdenovirus e Aviadenovirus, e infectam diversas espécies de animais domésticos e 

selvagens (Tabela 1). 
 
Tabela 1 – Principais gêneros e respectivas espécies de adenovírus que acometem os animais. 
 

Animal Gênero Nome da espécie  

Cães Mastadenovirus Adenovírus canino 1 
Adenovírus canino 2 

Cavalos Mastadenovirus Adenovírus equino 1 e 2 

Gado Mastadenovirus  
Atadenovirus Adenovírus bovino 1  

Suíno Mastadenovirus  
Adenovirus suíno 

Ovino Mastadenovirus 
Atadenovirus  

Adenovirus ovino  

Caprino Mastadenovirus  
Atadenovirus  

Adenovirus caprino 
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Cervo Atadenovirus Adenovirus do cervo 

Coelhos Mastadenovirus Adenovirus 1 

Camundongos  Mastadenovirus Adenovírus murino 1 e 2  

Porquinho-da-Índia Mastadenovírus  Adenovirus do Porquinho-da-Índia 

Galinhas 
Aviadenovirus 
Atadenovirus 
Siadenovirus  

Adenovirus das aves 

Perus  Aviadenovirus 
Siadenovirus Adenovirus da Turquia 1-3 

Codorna  Aviadenovirus Adenovirus aviário 1 

Faisões Siadenovirus Sorologicamente indistinguível do Adenovírus tipo 3 da 
Turquia  

Patos Atadenovirus 
Aviadenovirus Adenovirus do pato tipo 1 e 2 

Fonte: Adaptado de THE JOINT PATHOLOGY CENTER (JPC) (2013). 

 

 O gênero Mastadenovirus, compreende os adenovírus dos mamíferos, onde já 

foram detectados em bovinos, suínos, ovinos, caprinos, roedores, homem, entre 

outras espécies; o Siadenovirus, antigamente denominado adenovírus aviário grupo 

II, fazem parte os vírus causadores da enterite hemorrágica dos perus, síndrome do 

baço marmóreo dos faisões e da esplenomegalia das galinhas, além de acometer 

sapos e várias espécies de aves selvagens; o Atadenovirus, antigamente designado 

como adenovírus aviário grupo III, inclui o vírus da síndrome da queda de postura em 

galinhas, além de já ter sido diagnosticado em patos, bovinos, ovinos, veados, 

gambás e cobras; o Ichtdenovirus afeta peixes, em específico, o esturjão-branco; e 

por fim, o Aviadenovirus (FAdV), antigamente conhecido como adenovírus aviário do 

grupo I, o qual está relacionado com a HCI, síndrome do hidropericárdio, vírus da 

bronquite de codornas e EM, afetando galinhas, perus, patos, gansos, pombos e 

várias espécies de pássaros (FITZGERALD, 2020). 

Nas aves, os gêneros Siadenovirus, Atadenovirus e Aviadenovirus são 

descritos (Tabela 2). O gênero FAdV integra cinco espécies de vírus diferentes (A, B, 

C, D e E) com vários genótipos e 12 sorotipos. Em galinhas, algumas cepas do FAdV 

foram identificadas como agentes patogênicos primários, como é o caso da FAdV-1 

(espécie A), causando EM; algumas cepas do FAdV-4 (espécie C) desempenham 

papel importante na SHH e outras cepas, principalmente as das espécies D e E, 

causam graves danos hepáticos que levam a condição de HCI (HESS, 2020; KICHOU 

et al., 2020).  
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Tabela 2 - Membros da família Adenoviridae que acometem aves, com seus respectivos sorotipos e 
cepas/isolados. 
 

Gênero Sorotipos e abreviação [Cepas/isolados] 

Adenovírus aviário A Adenovírus aviário 1 (FAdV-1) [112, CELO, Phelps, QBV, OTE, 
H1, Fontes, PLA2] 

Adenovírus aviário B Adenovírus aviário 5 (FAdV-5) [340, M2, Tipton, TR22] 

Adenovírus aviário C 

Adenovírus aviário 4 (FAdV-4) [341, 506, Da60, H2, J2, K31, 
K1013, KR5] 

Adenovírus aviário 10 (FAdV-10) [C 2B, CFA20, M11, SA2]  

Adenovírus aviário 2 (FAdV-2) [685, GAL 1, H3, IDA1, P7, SR48] 

Adenovírus aviário 3 (FadV-3) [75, H5, SR49] 
Adenovírus aviário 9 (FAdV-9) [93, A2] 

Adenovírus aviário 11 (FAdV-11) [161, 380, UF71] 

Adenovírus aviário E 

Adenovírus aviário 6 (FAdV-6) [168, CR 119, WDA6] 
Adenovírus aviário 7 (FAdV-7) [122, X11, YR36] 

Adenovírus aviário 8A (FAdV-8a) [58, T8, TR59] 

Adenovírus aviário 8B (FadV-8b) [764, B3, CFA3] 

Adenovírus do pato tipo B Adenovírus do pato tipo B 
(DAdV 2) [GR] 

Adenovírus do falcão tipo A Adenovírus do falcão tipo A 
(FaAdV 1) 

 

Adenovírus do ganso tipo A Adenovírus do ganso tipo A 
(GoAdV 1) [P29, N1, 569] 

Adenovírus do pombo Adenovírus do pombo (PiAdV 1) [IDA4, IDA5] 

Adenovírus do peru tipo B Adenovírus do peru tipo B 
(TAdV 1, TAdV 2) [D90/2, T2] 

Gênero Atadenovirus 

Adenovírus do pato tipo A 
Adenovírus do pato tipo A 

(DAdV 1, vírus da síndrome da 
queda dos ovos) 

[127, AAV 2] 

Gênero Siadenovirus 

Adenovírus da ave de rapina 
tipo A 

Adenovírus da ave de rapina tipo 
A [RAdV-1] 

Adenovírus do peru tipo A Adenovírus do peru tipo A 
(TAdV 3) 

[Vírus da doença do baço de 
mármore, vírus da esplenomegalia 

do adenovírus aviário, vírus da 
enterite hemorrágica dos perus] 

Fonte: Adaptado de HESS (2020). 



21 

 

 

 

Todos os adenovírus são resistentes a solventes lipídicos, sódio desoxicolato, 

tripsina, fenol 2%, etanol 50% e variações de pH de 3 a 9. No entanto, são inativados 

por formol a 1:1000 (MCFERRAN; SMYTH, 2000; PEREIRA, 2011).  

 

2.3 Transmissão 

 

De modo geral, os FAdV compartilham características comuns quanto à sua 

transmissão (KICHOU et al., 2020). Estes vírus podem ser transmitidos por via 

horizontal e vertical, sendo esta última uma via muito importante para a infecção 

(MCFERRAN; SMITH, 2000). Em um estudo realizado por Grgic et al. (2006), onde 

coletou-se fígado, baço, rim e bolsa cloacal de pintainhos de um dia de vida, 

provenientes de seis lotes de matrizes geograficamente separadas em Ontário, 

Canadá, constatou-se a presença do DNA do FAdV em 24% das amostras submetidas 

à PCR, ressaltando que a transmissão vertical pode ocorrer em galinhas, além do 

estabelecimento da infecção latente. Segundo McFerran & Smyth (2000), após um 

período de excreção, o vírus pode tornar-se latente, presumivelmente devido ao 

desenvolvimento da imunidade local e a reativação pode ocorrer em decorrência do 

declínio do anticorpo materno. Os autores também afirmam que os adenovírus são 

frequentemente isolados em galinhas durante o pico de produção de ovos, o que 

garante a transmissão máxima do vírus para a próxima geração através do ovo. Tal 

fato consolida os achados de Grafl et al. (2012), os quais detectaram o FAdV-1 

diretamente em moelas de embriões de progênies de uma granja de matrizes 

soropositivas, durante um surto de EM na Alemanha.  

Além da transmissão vertical, a horizontal é outra via de propagação do FAdV, 

uma vez que o vírus está presente em todas as excreções, incluindo sêmen, fezes, 

mucosa traqueal e nasal (CORREDOR; NAGY, 2019). Neste cenário, as fezes 

destacam-se como principal via de contaminação fecal-oral, visto que o vírus 

permanece viável por semanas no ambiente (HESS, 2020), o que torna a transmissão 

por fômites uma importante fonte de disseminação (CORREDOR; NAGY, 2019). 

Ressalta-se que a excreção do vírus depende da cepa de FAdV envolvida e a idade 

das aves, onde aves mais velhas apresentaram menores titulações do adenovírus 

presente nas fezes e a excreção persiste por um período mais curto (HESS, 2020).  
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2.4 Manifestações clínicas  

 

Os adenovírus infectam mundialmente tanto a população de aves domésticas 

quanto as aves selvagens. A maioria desses vírus se replicam em aves saudáveis 

causando pouco ou nenhum sinal aparente de infecção como patógenos primários, 

embora possam assumir rapidamente o papel de patógenos oportunistas 

concomitante a outras infecções (FITZGERALD, 2020), como em um estudo realizado 

em Trinidad e Tobago, conduzido por Jordan et al. (2019), onde detectou-se a 

presença e circulação de cepas de FAdV patogênicas (sorotipo 8a, 8b, 9 e 11) em 

combinação com o Vírus da Anemia Infecciosa das Galinhas. De acordo com 

McFerran e Smyth (2002), em alguns casos de infecções subclínicas, estas podem 

ser atribuídas à uma baixa virulência do vírus ou pelo fato das aves ainda possuírem 

imunidade materna no momento da infecção.  

De modo geral, os FAdV podem causar imunossupressão severa em aves 

infectadas, resultando em uma série de manifestações clínicas, incluindo taxa de 

crescimento lenta, diminuição do peso corporal, apatia e a taxa de mortalidade pode 

chegar a mais de 70% em granjas (JORDAN et al., 2019). Porém, geralmente as 

manifestações estão associadas ao genótipo e sorotipo do FAdV envolvido. No caso 

da EM nenhuma manifestação clínica evidente é conhecida, exceto as perdas 

econômicas devido ao atraso no crescimento, mortalidade e condenação de moelas 

em frangos de corte no abatedouro (CORREDOR; NAGY, 2019), corroborando com 

os estudos de infecções experimentais com FAdV-1, onde não houve manifestações 

clínicas ou estas foram leves, como perda de peso, depressão e anorexia (OKUDA et 

al., 2001; OKUDA et al., 2002; NAKAMURA et al., 2002).  

Quando galinhas poedeiras foram acometidas, taxas de mortalidade 

elevadas, diminuição no peso de ovos e redução no desempenho da postura foram 

relatadas em aves de 38 semanas (MATCZUK et al., 2017).  

 

2.5 Lesões anatomopatológicas  
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Tanto frangos de corte, quanto galinhas poedeiras, quando acometidas por 

FAdV-1 apresentam as lesões macro e microscópicas semelhantes. O quadro de 

erosão de moela caracteriza-se por distensão do órgão, múltiplas áreas marrons ou 

enegrecidas devido à erosão da camada queratinóide bem como inflamação e/ou 

ulceração da mucosa da moela, muitas vezes podendo ser visualizado sangue no 

lúmen ventricular, proventricular e intestinal e até mesmo a perfuração da moela 

(HESS, 2020; SCHACHNER et al., 2018). Segundo o estudo realizado por Grafl et al. 

(2013), ao inocularem por via oral um isolado patogênico de FAdV-1 em frangos de 

corte, as mudanças nas moelas foram observadas a partir dos sete dias pós infecção, 

onde apresentavam erosão da camada de coilina e inflamação/ulceração da mucosa 

da moela.  

Histologicamente, pode-se visualizar infiltração de células inflamatórias, como 

macrófagos e linfócitos na mucosa, submucosa e/ou camada muscular de moelas 

afetadas; erosão e perda da camada queratinóide, bem como degeneração e necrose 

de células epiteliais glandulares com ou sem corpúsculos de inclusão intranucleares 

basofílicos (SCHACHNER et al., 2018).  

Ainda, conforme Hess (2020), quadros de erosão de moela adenoviral 

associado a pancreatite focal já foram relatadas; microscopicamente, corpúsculos de 

inclusão puderam ser visualizadas em células acinares pancreáticas necróticas, além 

de infiltrado inflamatório presente no próprio pâncreas, fígado, vesícula biliar e ductos 

biliares.    

2.6 Métodos de diagnóstico 

 

Técnicas convencionais na pesquisa e diagnóstico do adenovírus aviário 

envolvem o isolamento viral, técnicas histológicas e microscópicas e métodos 

imunológicos (KAJAN, 2016).  

As amostras de escolha para o isolamento do vírus são as fezes, tonsilas 

cecais, faringe, rins e demais órgãos afetados. A maioria dos isolados são obtidos a 

partir da inoculação em células primárias dos frangos, como as células embrionárias 

do fígado, rim ou fibroblastos, além de células do rim de pintainhos. No caso dos ovos 

embrionados, estes são insensíveis ao isolamento primário na maioria dos FAdV, 

embora o saco da gema ou membrana corioalantóide foi evidenciado em alguns 
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isolados de FAdV. Para a confirmação do isolamento, pode-se utilizar métodos 

imunológicos e moleculares, além da microscopia eletrônica ou a coloração de HE 

para visualizar os corpúsculos de inclusão característicos (HESS, 2020; KAJAN, 

2016). Porém, conforme Latimer et al., (1997), a microscopia eletrônica é cara e não 

está universalmente disponível, no entanto, a localização do vírus, tamanho, 

morfologia e arranjo do capsídeo são muito característicos do FAdV; e quanto aos 

corpúsculos de inclusão, dependendo da espécie da ave envolvida, podem ser 

confundidas com as do herpesvírus, circovírus ou poliomavírus.  

Diversas técnicas sorológicas têm sido usadas para diagnosticar infecções por 

FAdV em aves, as quais incluem o teste de imunodifusão em gel de ágar, teste de 

precipitação em gel de ágar, contraimunoeletroforese, hemaglutinação indireta, teste 

NV, ensaio de imunofluorescência indireta e várias modificações de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) (LI et al., 2017), além da imunohistoquímica (SHADE et al., 

2012). No entanto, algumas técnicas apresentam desvantagens, como por exemplo o 

VN, que apesar de sensível e precisa, é cara e demorada (LI et al., 2017); o teste de 

precipitação em gel de ágar possui baixo custo de materiais e mão de obra, em 

contrapartida, possui baixa sensibilidade e detecção de grupo antígeno (MCFERRAN; 

SMYTH, 2000) e por fim o ELISA, o qual de acordo com Pereira (2011), há dificuldade 

na interpretação dos resultados, visto que a presença de anticorpos anti-FAdV são 

comuns em galinhas saudáveis e doentes. Diante de tal situação, houve a 

necessidade de testes diagnósticos que possibilitem uma maior sensibilidade e 

especificidade para detecção do agente e com menor tempo para obtenção de 

resultado, como por exemplo os testes moleculares.  

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), revolucionou a biologia devido à 

sua capacidade de amplificar exponencialmente fragmentos genômicos a partir de 

quantidades infinitesimais do DNA alvo (CLARK et al., 2019). O gene hexon dos 

adenovírus compreende as regiões conservadas (P1 e P2) e os loops variáveis (L1-

L4) e é o principal gene alvo utilizado para a detecção molecular de FAdV por PCR (LI 

et al., 2017).    

De acordo com Pereira et al. (2014), a PCR é uma ferramenta molecular de alta 

sensibilidade e especificidade na detecção do genoma FAdV, com vantagens de 

custo-benefício em relação aos testes diagnósticos de rotina tradicionais, porém Li et 

al. (2017) afirmam que ela não permite quantificar as cargas virais. Neste caso, a 
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nested-PCR foi considerada benéfica para aumentar a sensibilidade em comparação 

ao isolamento viral e a PCR em tempo real podendo quantificar (HESS, 2020).  

Outra técnica utilizada para a detecção do DNA de adenovírus em amostras de 

tecido é a hibridização in situ (ISH). A ISH é uma técnica molecular onde uma 

sequência de ácido nucleico de interesse dentro de uma célula intacta ou uma seção 

de tecido é hibridizada com uma sonda marcada com digoxigenina para dar um sinal 

mensurável (RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2020). A ocorrência generalizada de FAdV 

destaca a importância desta técnica, além da imunohistoquimica, para esclarecer 

etiologias, especialmente em quadros que os animais apresentam erosão de moela 

(HESS, 2020). Em contrapartida, esse método não é comumente utilizado devido a 

sua complexidade de operação e disponibilidade de métodos de diagnóstico mais 

convenientes e confiáveis (LI et al., 2017).    

A técnica de hibridização fluorescente in situ (FISH) é baseada no mesmo 

princípio de qualquer método de hibridização de DNA que usa a capacidade do DNA 

de fita simples de se anelar com o DNA complementar (GARIMBERTI; TOSI, 2010). 

Esta técnica permite a visualização, identificação, quantificação e localização 

simultânea de micro-organismos in situ, sem a necessidade de cultivos celulares, 

utilizando microscópios ópticos epifluorescentes a partir de cortes histológicos 

(MOTER; GOBEL, 2000; NEVES; GUEDES, 2012).  

A FISH detecta a sequência de ácidos nucléicos por uma sonda marcada com 

fluorescência que hibridiza especificamente com sua sequência alvo complementar, 

dentro da célula intacta. O procedimento inclui os seguintes passos: fixação da 

amostra, evitando a degradação do material genético alvo da técnica; preparação da 

amostra e pré-tratamento, que consiste nas fases de emblocamento, corte histológico 

e desparafinização; hibridização, onde ocorrerá o anelamento da sonda com a 

sequência alvo do tecido avaliado, sendo que este procedimento é realizado em uma 

câmara úmida escura em temperatura controlada, esta etapa pode levar de minutos a 

horas, dependendo da sonda utilizada; e por fim, lava-se as lâminas com o objetivo 

de retirar as sondas que não se ligaram ao material, desidratação e montagem das 

lâminas, onde a leitura deverá ocorrer em um microscópio fluorescente (MOTER; 

GOBEL, 2000; GRUCHOUSKEI, 2017).   

Embora a sua aplicação seja rápida e barata, controles minuciosos são cruciais 

para garantir a qualidade dos resultados. Portanto, o desenvolvimento e avaliação da 
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técnica para fins de diagnóstico devem ser restritos a laboratórios tecnificados, com 

instalações para cultura e técnicas moleculares (MOTER; GOBEL, 2000).  

Até então, a ISH tem sido aplicada para a detecção de adenovírus aviário, 

possuindo alta sensibilidade, conforme Latimer et al. (1997); além disso, Grafl et al. 

(2012), identificaram o DNA do FAdV-1 em corpúsculos de inclusão intranucleares em 

moelas de pintainhos que apresentavam erosão, sendo esta técnica usada 

adicionalmente para especificações diagnosticas. No entanto, não foi encontrado 

nenhum trabalho até o momento que empregou a FISH, para o diagnóstico do FAdV 

em frangos de corte. 

 

2.7 Prevenção e controle 

 

De modo geral, os adenovírus são resistentes a inativação e persistem no 

ambiente por um longo período. Por isso, as práticas de manejo e biossegurança são 

de extrema importância, no entanto, a transmissão vertical e coinfecção com outros 

vírus aumentam a patogenicidade (CORREDOR; NAGY, 2019).  De acordo com Hess 

(2020), o controle necessário deve-se iniciar na reprodução primária, assim como, 

caso haja algum vírus associado, deve-se realizar o controle e eliminação do mesmo.  

Diante disto, a vacinação é geralmente recomendada e praticada com sucesso 

promissor (CORREDOR; NAGY, 2019). Estudos foram realizados com o intuito de 

melhorar as estratégias de vacinação, onde desenvolveu-se experimentalmente 

vacinas de subunidades, geradas a partir de componentes recombinantes do 

capsídeo do vírus, utilizando proteínas estruturais e não-estruturais; neste contexto, 

bases pentônicas de antígenos estruturais e fibra derivadas de FAdV-4 conferiram 

altos níveis de anticorpos diante de um severo desafio de SHH, diferentemente de 

quando utilizado subunidades baseadas no hexon, as quais provocaram respostas 

fracas (SCHACHNER et al., 2018).  

Quando relacionado ao FAdV-1, estudos realizados por Grafl et al. (2014), 

demonstraram a proteção completa contra EM após a vacinação viva de aves com um 

dia de vida, utilizando a cepa referência de FAdV-1 não patogênica (CELO).  

As vacinas comerciais para o controle de infecções por FAdV são inúmeras, 

porém as vacinas autógenas são promessas na indústria avícola, uma vez que 
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melhoram a cobertura de certas cepas presentes no campo (HESS, 2020; KISS et al., 

2021). Até o presente momento, sabe-se que este é um meio com alta eficácia no 

controle do FAdV-1. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

Objetiva-se identificar a presença do FAdV-1 em granjas de frango de corte no 

Oeste do Paraná e Sul do Mato grosso do Sul. 

4.2 Objetivos específicos 

 Avaliação e graduação macro e microscópica em moelas lesionadas por 
FAdV-1; 
 

 Confirmação do agente viral através da PCR com material genético 
extraído diretamente do tecido; 
 

 Testar o uso da FISH como método de diagnóstico na identificação do 
FAdV-1. 
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5. PRODUÇÃO CIENTÍFICA 
 

Este trabalho será apresentado sob forma de capítulo, sendo representado na 

forma de artigo científico, o qual será submetido a revista Avian Diseases seguindo 

suas normas, assim definido:  

Capítulo II: Detecção de adenovírus aviário tipo 1 (FAdV-1) em frangos de corte 

com definição de padrão lesional e confirmação através da Hibridização Fluorescente 

in situ (FISH) e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)”.  
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6. CAPÍTULO II - DETECÇÃO DE ADENOVÍRUS AVIÁRIO TIPO 1 (FAdV-1) EM 
FRANGOS DE CORTE COM DEFINIÇÃO DE PADRÃO LESIONAL E 
CONFIRMAÇÃO ATRAVÉS DA HIBRIDIZAÇÃO FLUORESCENTE IN SITU 
(FISH) E REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
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Diagnóstico de FAdV-1 em moelas de galinhas no Brasil 

Resumo 

Erosões de moela com origem adenoviral têm sido diagnosticadas mundialmente, acometendo 

tanto aves de criação quanto aves selvagens. O presente estudo tem por objetivo identificar e 

graduar a lesão no ventrículo causada por FAdV-1 em aves com diferentes faixas etárias, em 

granjas de frango de corte no Oeste do Paraná e Sul do Mato Grosso do Sul, Brasil, assim como 

validar a técnica de Hibridização Fluorescente in situ (FISH) como ferramenta de diagnóstico. 

Para isso, coletou-se 56 amostras de aves de um a 45 dias de vida, com baixo desempenho e 

suspeita de erosão/ulceração em moela. As amostras foram analisadas macroscopicamente, 
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microscopicamente e a confirmação do agente se deu através da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) e FISH. Das amostras analisadas, 92,85% apresentavam alterações 

microscópicas caracterizadas por ventriculite linfohistiocitária e granulocítica, além da 

fragmentação/erosão da membrana de coilina, 57,14% obtiveram marcação positiva na FISH 

para o FAdV-1 e 30,35% foram positivas na PCR. Lesões agudas foram observadas em aves na 

primeira e segunda semana de vida e a cronicidade da lesão em aves a partir da terceira semana. 

Visto que, o FAdV-1 encontra-se difundido mundialmente, novas técnicas para detecção deste 

agente devem ser aperfeiçoadas. Desta forma, confirma-se a eficácia da técnica de FISH como 

método de diagnóstico para o FAdV-1, assim como foi possível identificar e graduar das lesões 

em moelas em diferentes idades de frangos de corte no Brasil.   

Palavras-chave: Adenovírus aviário, diagnóstico, erosão de moela, frango de corte, 

histopatologia, molecular.  

Abreviações: CELO = Vírus de Órgão Letal de Embrião de Galinha; DNA = Ácido 

Desoxirribonucleico; FAdV= Adenovírus aviário; FISH = Hibridização Fluorescente in situ; 

HE = Hematoxilina-eosina; HPLC = Cromatografia Líquida de Alta Performance; NaCl = 

Cloreto de sódio; PCR = Reação em Cadeia da Polimerase; VPL = Laboratório de Patologia 

Veterinária 

Introdução 

Os adenovírus aviários (FAdV) pertencem ao gênero Aviadenovirus da família Adenoviridae, 

os quais são divididos em cinco espécies (A, B, C, D, E) com vários genótipos e 12 sorotipos, 

e afetam diversas aves domésticas e selvagens por todo o mundo (Fitzgerald, 2020; Hess, 2020).  

A transmissão do FAdV pode ocorrer tanto vertical quanto horizontalmente e geralmente 

causam infecções subclínicas, sendo considerados patógenos oportunistas (Chen et al. 2020). 

No entanto, na indústria avícola algumas espécies de FAdV foram identificadas como agentes 
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primários, como o FAdV-1 (espécie A) causando erosão de ventrículo; algumas cepas de 

FAdV-4 (espécie C) causando a síndrome hepatite-pericárdica e cepas das espécies D e E 

causando a hepatite por corpúsculo de inclusão (Hess, 2020). Para a detecção do vírus, 

rotineiramente é utilizado uma combinação do isolamento viral e histopatologia, por vezes, 

associada à microscopia eletrônica e/ou reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (Ojkic et al., 

2008), e ainda, a sorotipagem por neutralização do vírus, imuno-histoquímica e hibridização in 

situ (ISH) são utilizados por muitos laboratórios (Fitzgerald, 2020). No entanto, a hibridização 

fluorescente in situ (FISH), a qual detecta a sequência de ácidos nucleicos a partir de uma sonda 

marcada com fluorescência que hibridiza especificamente com a sequência alvo complementar 

dentro da célula intacta (Moter e Gobel, 2000) ainda não foi relatada na medicina veterinária 

como método de diagnóstico para os FAdV.  

O primeiro caso de erosão de ventrículo com origem adenoviral, foi descrita por Tanimura et 

al. (1993), onde foi observada a presença de corpúsculo de inclusão nas células epiteliais da 

mucosa. Porém, somente anos após, Ono et al. (2001) isolaram e identificaram o FAdV-1 como 

agente causador da condenação de moelas em abatedouros no Japão. Desde então, surtos de 

infecção natural em galinhas por FAdV-1 estão ocorrendo mundialmente, como na Polônia 

(Domanska-Blicharz et al., 2011), na Coréia (Lim et al., 2012), na Húngria (Kecskeméti et al., 

2012), na Alemanha (Schade et al., 2013), Bélgica (Garmyn, et al. 2013) e no Irã (Mirzazadeh 

et. al, 2019). Quando acometidas, as granjas de frango de corte relataram perdas econômicas 

significativas em decorrência do retardo do crescimento, maior taxa de mortalidade e 

condenações de moelas em abatedouros, assim como em galinhas poedeiras, onde além da alta 

mortalidade, há um impacto direto na saúde e na produção animal (Schachner et al., 2018).  

No Brasil, alguns autores já identificaram a presença do FAdV em galinhas domésticas. No 

Estado de São Paulo, Mettifogo et al. (2014), descreveram o primeiro relato da Síndrome 

Hepatite-Pericárdica em lotes comerciais de uma granja; em Minas Gerais, Pereira et al. (2014) 
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descreveram a ocorrência do agente no Estado, tanto no âmbito da avicultura industrial quanto 

no familiar e constataram alta disseminação em ambas. Em um estudo recente, De La Torre et 

al. (2018), detectaram as sequências moleculares do FAdV caracterizando os sorotipos do vírus 

que afetam as granjas comerciais no Brasil, obtendo como resultado os agentes FAdV-8a, 

FAdV-8b e FAdV-11.  No entanto, os dados quanto a presença do FAdV-1 causando erosão de 

moela no Brasil são escassos, principalmente na região Sul, onde a avicultura é expressiva. 

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi investigar os achados patológicos do FAdV-1 em 

ventrículos com suspeita de erosão/ulceração devido ao baixo desempenho de frangos de corte 

de diferentes faixas etárias, oriundos da região Sul e Centro-Oeste do Brasil, através da 

graduação de lesões macroscópicas e microscópicas e confirmação do agente pela PCR, além 

de validar o uso da técnica de FISH como ferramenta de diagnóstico, visto a necessidade do 

aprimoramento de métodos de diagnóstico.   

Material e métodos 

Amostras. Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética de Uso de Animais do Setor 

Palotina da Universidade Federal do Paraná (UFPR), sob protocolo CEUA/Palotina 04/2020. 

Foram avaliados 56 ventrículos de frangos de corte (Gallus gallus domesticus), em aves com 

baixo desempenho, com um a 45 dias de vida. As aves foram agrupadas conforme a idade em 

grupo 1 (uma semana de vida), grupo 2 (duas a três semanas) e grupo 3 (três semanas até o 

abate). Os animais de diferentes lotes e aviários, localizados na região Oeste do Paraná e Sul 

do Mato Grosso do Sul, eram provenientes de locais com medidas de biosseguridade adequadas 

e bons índices zootécnicos.  

Macroscopia. As amostras foram classificadas e pontuadas de acordo com o grau de lesão da 

membrana de coilina, conforme descrito por Nakamura et al. (2002), em: grau 0 (ausência de 

lesões), grau 1 (lesões leves: menos de um terço da membrana de coilina/mucosa afetada), grau 
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2 (lesões moderadas: de um terço a metade da membrana de coilina/mucosa afetada) e grau 3 

(lesões severas: mais da metade da membrana de coilina/mucosa afetada).  

Técnica histológica. Após a coleta e fixação, as amostras foram clivadas, armazenadas em 

cassetes histológicos e submetidas a banhos em diferentes concentrações de álcool e xilol, 

conforme Luna (1968). Em seguida, o material foi incluído em parafina e os blocos submetidos 

a cortes histológicos de 5micras (μm) em micrótomo Leica® modelo Rm2245. As lâminas 

foram montadas de maneira usual e coradas em hematoxilina e eosina (HE), para avaliação sob 

microscópio de luz. 

Avaliação microscópica. Realizou-se a avaliação das lesões em ventrículo, que possam sugerir 

a presença do agente. Neste contexto, as alterações foram classificadas em grau 0 (sem 

alterações histológicas), 1 (rarefação da membrana de coilina com debris celulares), grau 2 

(rarefação da membrana de coilina com presença de infiltrado inflamatório linfohistiocitário e 

granulocítico em lâmina própria) e grau 3 (rarefação/ulceração da membrana de coilina com 

debris celulares, associado a presença de infiltrado inflamatório linfohistiocitário e 

granulocítico, além de fibrose em lâmina própria). A presença ou não de corpúsculo de inclusão 

nas células do epitélio superficial da mucosa foram considerados.  

Sonda. Foi usado uma sonda sintetizada comercialmente (Invitrogen®) baseada no trabalho de 

Grafl et al. (2012), os quais utilizam originalmente na ISH, o gene de fibra longa FAdV-1 (5 -

CGGGGTCGCAGCAGCTGCAGCTCGCGAGCGGAGAACTCG-3). A sonda foi marcada 

com o fluorocromo Alexa Fluor 555 (Thermo Fisher®) e purificada pela técnica de 

cromatografia líquida de alta performance (HPLC).  

Técnica de FISH. Foi realizada a técnica de FISH em todos os fragmentos de moela das aves 

que apresentaram lesões macro e microscópicas sugestivas de FAdV-1. Para tal, cortes 

histológicos de 5μm foram realizados em lâminas silanizadas e desparafinizados em dupla 
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bateria de xilol (10 minutos cada), reidratadas na bateria de álcool absoluto, álcool 90%, 80% 

e 70% (5 minutos em cada) e por fim, 5 minutos em água destilada. Após secas em temperatura 

ambiente, as lâminas histológicas foram posicionadas na bandeja de incubação de imuno-

histoquímica. Para a diluição da sonda, foi necessário 495μL do tampão de hibridização (100 

mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de dodecil sulfato de sódio), utilizando pipetas RNase e 

DNase free, condicionados em um microtubos de 1,5mL e adicionados 5μL de sonda, contendo 

2ng por μL na concentração final. Posteriormente, 100μL desta solução foi alocada em cada 

lâmina, as quais foram incubadas a 45°C overnight. Após este período, as lâminas foram 

triplamente lavadas, com tampão de hibridização e solução de lavagem (100 mM Tris, pH 7,2, 

0,9 M NaCl), ambas pré-aquecidas a 45°C. A etapa final, consistiu na montagem da lâmina 

utilizando um meio de montagem próprio para a microscopia de fluorescência (PorLong 

Diamond Antifade Mountant, Thermo Fisher®), e imediatamente realizada a leitura em 

microscópio de fluorescência (Olympus, FSX 100, Japão) em filtro adequado para o 

fluorocromo (460-495nm), em aumento de 40x a 60x. As lâminas positivas no FISH foram 

classificadas conforme a intensidade da presença do agente no tecido em discreta (até 10% do 

tecido), leve (de 11 a 30%), moderada (de 31 a 60%), acentuada (de 61 a 90%) e severa (de 91 

a 100%).  

PCR. Como controle negativo das reações, foi utilizado água ultrapura autoclavada e como 

controle positivo, foi utilizada uma vacina autógena gentilmente cedida pelo Laboratório 

INATA, Uberlândia, Minas Gerais, Brasil. O protótipo de referência de FAdV utilizado é o 

subtipo I, sorotipo CELO. O DNA viral foi extraído usando o kit Nucleospin® Tissue 

(Macherey-Nagel, Alemanha), conforme instruções do fabricante. Para a realização da PCR, 

foram utilizados os primers FAdV-1A (sense primer) 5’TTCGAGATCAAGAGGCCAAGT3’ 

e FAdV-1B (antisense primer) 5’GGTCGAAGTTGCGTAGGAAG3’ com fragmento esperado 

de 178pb (Niczyporuk et al., 2010). As reações foram realizadas com um volume final de 25μL, 
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contendo 3,75μL de Buffer 10x, 1μL de MgCl2, 2μL de dNTP 1x, 1μL de cada primer, 0,4μL 

de Taq Polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase – Invitrogen), 11,85μL de água ultrapura 

autoclavada e 4μL do DNA genômico. As amostras foram submetidas as seguintes condições: 

desnaturação inicial ocorreu a 95°C por 2 minutos, a desnaturação a 94°C por 1 minuto, o 

anelamento dos primers a 58°C por 1 minuto, extensão da cadeia a 72°C por 2 minutos e a 

extensão final a 72°C por 7 minutos. No total, 50 ciclos de replicação foram realizados no 

termociclador MyGenie96 Thermal Block (Bioneeer, Korea).  Para visualização, as amostras 

amplificadas foram submetidas em eletroforese em gel de agarose 2%, em tampão TBE pH 8,4 

(Tris 89mM; ácido bórico 89mM; EDTA 2mM) á 150V e 80mA. Posteriormente, corou-se com 

brometo de etídio (0,5mg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta.  

Resultados 

Macroscopia. As lesões observadas na membrana de coilina, sugestivas de FAdV-1, foram 

observadas em apenas 3 moelas, totalizando 5,35% (3/56), sendo 2/3 pertencente ao grupo 1, 

ambas classificadas como grau 1 e apenas 1/3 pertencente ao grupo 2, com classificação em 

grau 2 (Tabela 1). Tais lesões caracterizam-se por áreas focais a multifocais, esbranquiçadas, 

medindo aproximadamente 0,4cm de diâmetro, semelhante a descolamento da membrana de 

coilina (Figura 1).  

Microscopia.  As alterações histológicas foram observadas em 92,85% (52/56) das amostras, 

sendo que em 9,61 % (5/52) havia apenas rarefação membrana de coilina (grau 1), sem a 

presença de corpúsculos de inclusão intranucleares; em 50% (26/52) apresentavam infiltrado 

inflamatório linfohistiocitário e granulocítico em lâmina própria, além da rarefação da 

membrana de coilina (grau 2) e ainda, em 50% (13/26) havia a presença de corpúsculos de 

inclusão intranucleares; e por fim, em 40,38% (21/52) apresentavam rarefação/ulceração da 

membrana de coilina, presença de infiltrado inflamatório linfohistiocitário e granulocítico e 

fibrose associada (grau 3), sendo possível visualizar em 9,52% (2/21) a presença de corpúsculos 
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de inclusão intranucleares. Quando presentes, os corpúsculos eram basofílicos, localizavam-se 

no núcleo das células do epitélio superficial da mucosa, mediam aproximadamente 11μm e não 

ultrapassavam a quantia de 1 a 6 por campo de grande aumento (Figura 2). A ausência de lesões 

foi observada em 7,14% (4/56) das amostras, todas pertencentes ao grupo 3. A classificação 

histopatológica de acordo com o grau, assim como a presença ou ausência do corpúsculo de 

inclusão referente a cada grupo, encontra-se detalhada na Tabela 1.  

FISH. Do total de 56 ventrículos avaliados pela técnica de FISH, 57,14% (32/56) foram 

positivas para FAdV-1, sendo possível identificar no núcleo das células do epitélio superficial 

da mucosa, um sinal brilhante, forte e com formato ovalado, que desapareciam a troca de filtro 

de luz (Figura 3). Das 32 lâminas positivas, 40,62% (13/32) foram no grupo 1; 15,62% (5/32) 

no grupo 2 e 43,75% (14/32) no grupo 3. Os resultados de cada grupo encontram-se na tabela 

1.  Das 24 amostras negativas no FISH, apenas 4,17% (1/24) pertencente ao grupo 3, não havia 

qualquer alteração histológica; 8,33% (2/24), ambas pertencentes ao grupo 1, apresentavam 

lesão histológica classificada como grau 1; 45,83% (11/24) apresentavam lesão histológica 

classificada como grau 2, sendo 45,45% (5/11) pertencente ao grupo 1 e 54,54% (6/11) 

pertencente ao grupo 2 e 41,67% (10/24) apresentavam lesão histológica classificada como grau 

3, sendo que todas as amostras pertenciam ao grupo 3.  

PCR. Do total de ventrículos avaliados, 30,35% (17/56) obtiveram amplificação para FAdV-1, 

sendo 47,06% (8/17) pertencente ao grupo 1; 41,18% (7/17) ao grupo 2; 11,76% (2/17) ao grupo 

3, conforme demonstrado na tabela 1. 

Ao comparar os resultados das técnicas de PCR e FISH, houve concordância em 39,28 % 

(22/56) dos casos, onde em ambas o resultado foi positivo ou negativo, sendo 40,90% (9/22) 

pertencente ao grupo 1; 18,18% (4/22) ao grupo 2 e 40,9% (9/22) ao grupo 3. No entanto, houve 

divergência em 60,71% (34/56) dos casos, onde a amostra obteve resultado positivo em apenas 
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uma técnica, sendo 32,35% (11/34) pertencente ao grupo 1; 20,59% (7/34) ao grupo 2 e 47,06% 

(16/34) ao grupo 3.  

Discussão 

As alterações macroscópicas observadas, tanto nas aves infectadas experimentalmente com 

FAdV-1 quanto naquelas com infecção natural, são semelhantes. Na Itália, Manarolla et al. 

(2009) avaliaram 35 ventrículos de aves com idade de 42 a 63 dias de vida, obtidos ao longo 

11 anos de 12 diferentes surtos ocorridos e constataram áreas de erosões que variavam em 

tamanho e caracterizavam-se por uma coloração amarronzada a enegrecida. Na Bélgica, 

Garmyn et al. (2013) diagnosticaram a presença do FAdV-1 em duas fazendas distintas de 

frangos de corte, causando erosão na membrana de coilina em aves de 27 e 35 dias, onde houve 

lesão em 60% (6/10) e 80% (8/10) dos ventrículos analisados, respectivamente. No presente 

estudo, observou-se poucos ventrículos de aves com uma a três semanas de vida com 

descoloração e descolamento da membrana de coilina. Nas demais aves não havia qualquer 

alteração macroscópica, no entanto apresentavam lesões histológicas. Tais dados podem estar 

relacionados a baixa carga viral no tecido, uma vez que Grafl et al. (2013) detectaram 

experimentalmente a carga viral máxima no ventrículo coincidindo com o aparecimento das 

lesões macro e microscópicas acentuadas, com declínio das lesões em idades mais avançadas. 

Ressaltamos a importância da avaliação histológica nestes casos, associada a outras ferramentas 

de diagnóstico, visto que apenas a avaliação macroscópica pode ser inconclusiva para o 

diagnóstico de FAdV-1 como visto no presente caso. Além de que outros fatores podem estar 

relacionados a erosão de ventrículo, como os congênitos, estrutura da fibra ingerida, 

deficiências nutricionais, substâncias tóxicas e colonização microbiana (Gjvre et al., 2013).  

As alterações na histologia do ventrículo quando acometidos por FAdV-1 foram relatadas por 

Tanimura et al. (1993), Abe et al. (2001), Schade et al. (2013) e Matzcuk et al. (2017). De 

acordo com os autores, há a presença de necrose da membrana de coilina, infiltrado inflamatório 
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histiolinfocitário em lâmina própria, submucosa e/ou muscular e por vezes, presença de 

corpúsculo de inclusão intranuclear em células epiteliais glandulares. Tais achados corroboram 

com as alterações encontradas no presente estudo. As lesões classificadas como grau 1, onde 

apenas a membrana de coilina apresenta alterações, foram visualizadas apenas em aves do 

grupo 1, no entanto dentro do mesmo grupo havia ventrículos com alteração grau 2 com 

presença de infiltrado em lâmina própria, neste caso, acredita-se que fatores ambientais como 

o estresse ou qualidade da ração possam ter contribuído para a gravidade do quadro nestas aves. 

Independentemente do grupo de aves, quando presente, o infiltrado inflamatório limitava-se em 

lâmina própria e raramente acometia submucosa e muscular, assim como a presença de 

corpúsculos de inclusão, os quais mostravam-se em baixa quantidade, fato este que condiz com 

os achados de Ono et al. (2003) e Mirzazadeh et al. (2021), onde havia poucos ou nenhum 

corpúsculo de inclusão em surtos naturais. Quando aves foram infectadas experimentalmente, 

Grafl et al. (2013) detectaram a presença de corpúsculos de inclusão em até duas semanas após 

a infecção. No presente estudo, aves pertencentes ao grupo 3 apresentavam corpúsculos de 

inclusão, isto sugere que a infecção possa ter ocorrido de forma mais tardia e branda nestes 

animais. Além disso, estes ventrículos possuíam lesão histológica grau 3, apresentando fibrose 

em lâmina própria, neste contexto, a presença de fibrose também foi encontrada por Ono et al. 

(2001) no Japão, em aves de 51 e 53 dias, no entanto, a fibrose limitou-se na base das úlceras 

do ventrículo em casos mais avançados.  

A ausência de lesões histológicas foi observada em 7,14% (4/56) das aves, todas pertencentes 

ao grupo 3, ou seja, aves com mais de três semanas de vida, sugerindo que a imunidade nestes 

animais é maior. Porém, houve marcação positiva em 75% (3/4) na FISH sendo todas negativas 

na PCR, desta forma, confirma-se a presença de animais positivos sem lesões 

anatomopatológicas, ressaltando a importância destes como portadores. A realização de novos 
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estudos deve ser considerada para a verificação destes animais atuando como agentes na 

disseminação do FAdV-1.  

Em nossa pesquisa, a localização da marcação da FISH está de acordo com as verificadas na 

ISH por Grafl et al. (2012) e Grafl et al. (2013) em ventrículos de galinhas. A marcação 

observada indicando a presença do agente destacou-se em relação a fluorescência do tecido e a 

confirmação foi realizada através da troca do filtro verde para o azul, onde as marcações 

positivas desapareciam e não eram mais observadas no corte histológico, assim como observado 

nos estudos de Piccoli (2020). Moter e Gobel (2000) citaram que apesar desta técnica possuir 

alta sensibilidade e especificidade, alguns resultados falsos-positivos podem ocorrer, como nos 

tecidos contendo elastina, colágeno ou até mesmo eritrócitos e eosinófilos, devido a 

autofluorescência que estes componentes possuem. Porém, no presente trabalho, não houve 

qualquer dificuldade na visualização da marcação positiva para FAdV-1 devido a marcação 

intranuclear do agente.  

Em 42,85% das amostras, não houve marcação alguma de FAdV-1 no FISH, no entanto, a 

maioria apresentava lesão histológica. De acordo com Neves e Guedes (2012), quando há 

penetração insuficiente da sonda no interior do microrganismo em decorrência da estrutura da 

parede celular ou quando há baixa concentração de DNA alvo para anelamento, falsos-

negativos podem ocorrer.  

A PCR para detecção de adenovírus em aves foi descrita por Jiang et al. (1999), os quais 

concluíram que o método possui alta sensibilidade e especificidade. No presente estudo, 

30,35% dos ventrículos foram positivos no PCR. Resultados semelhantes foram encontrados 

por Mirzazadeh et al. (2019) no Irã, onde em 22,91% dos ventrículos foram positivos para 

FAdV-1 na referida técnica. No entanto, ao comparar as técnicas de FISH e PCR, houve 

divergência em 60,71% das amostras, sendo o grupo três com o maior percentual. Neste caso, 

acredita-se que a cronificação das lesões apresentadas, associada a baixa carga viral no tecido, 
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resultou em baixa quantidade de material genético extraído para a PCR, culminando com 

resultado negativo. Além disso, a maioria dos estudos disponíveis que abordam a detecção de 

FAdV-1 no PCR, realizam o isolamento viral através da inoculação em células embrionárias do 

fígado, rim ou fibroblastos de galinhas (Hess, 2020), o que possibilita que o vírus atinja 

elevados títulos quando cultivados em células suscetíveis (Leland et al. 2007). Possivelmente, 

este fator contribuiu na discrepância dos resultados das técnicas, visto que a detecção do FAdV-

1 no presente estudo foi realizada diretamente de amostras de tecido muscular (ventrículos), 

sem a realização do isolamento.   

Em conclusão, os resultados obtidos demonstraram a presença do FAdV-1 em granjas 

comerciais de frangos de corte no Sul e Centro-Oeste do Brasil, causando erosão de ventrículo 

nestes animais. Tanto a técnica de PCR com a extração de DNA realizada diretamente no tecido 

(ventrículo), quanto a FISH, até então não empregada como método de diagnóstico, foram 

eficientes para detecção e confirmação do agente. Até o presente momento, este é o primeiro 

estudo realizado em ventrículos de frangos de corte que visa a detecção e graduação da lesão 

por FAdV-1 nestas regiões do País, assim como a utilização da FISH como método de 

diagnóstico.  
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Tabela 1 - Alterações macroscópicas, microscópicas, resultado da técnica de FISH e PCR para 
FAdV-1, obtidas dos ventrículos de 56 frangos de corte, oriundos da região Oeste do Paraná e 
Sul do Mato Grosso do Sul, de acordo com a idade dos animais. 

 

Grupo 1 2 3 

Idade (semanas) 1 
(n = 20) 

2 a 3  
(n = 11) 

3 até o abate 
(n = 25) 

Macroscopia 

Grau 0 18 10 25 
Grau 1 2 0 0 
Grau 2 0 1 0 
Grau 3 0 0 0 

Microscopia 

Grau 0 0 0 4 
Grau 1 5 0 0 
Grau 2 15 11 0 
Grau 3 0 0 21 

Presença de corpúsculo de inclusão 7 6 2 

Ausência do corpúsculo de inclusão 13 5 23 

 Ausente 7 6 11 

FISH* 

Discreto 1 0 3 
Leve 4 3 3 

Moderado 7 2 7 
Acentuado 1 0 1 

Severo 0 0 0 

PCR** 
Positivo 8 7 2 
Negativo 12 4 23 

  *Hibridização fluorescente in situ; **Reação em Cadeia da Polimerase  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

  

Figura 1 - Macroscopia, erosão de moela, Gallus gallus domesticus. 

Observa-se presença de áreas multifocais esbranquiçadas, medindo 

aproximadamente 0,4cm de diâmetro (seta preta). 
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Figura 2 - Microscopia, erosão de moela, Gallus gallus domesticus.  Observa-se a membrana 

de coilina com moderada rarefação, presença de corpúsculos de inclusão intranucleares nas 

células do epitélio superficial da mucosa, medindo até 11μm (seta preta) e infiltrado 

inflamatório linfohistiocitário e granulocitico leve em lâmina própria (cabeça de seta) (HE, 

40x). 
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A 

Figura 3 - Fotomicrografia com marcação positiva para FAdV-1 em moela de 

frango de corte (Gallus gallus domesticus) pela técnica de FISH. (A) Marcação 

positiva específica para FAdV-1 em moela. (B). Contra-prova de marcação no 

corte-histológico apresentado em (A) (FISH, 14x).  

B 
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7. CONCLUSÃO  
 

Os resultados obtidos em nosso estudo, demonstraram a presença do FAdV-1 

presente em granjas comerciais no Oeste do PR e Sul do MS, causando lesões que 

na maioria das vezes, não são visualizadas macroscopicamente. A confirmação 

através da PCR, utilizando material extraído diretamente do tecido, foi eficaz, no 

entanto novos estudos devem ser realizados para o aperfeiçoamento deste método.  

Com o intuito da busca por novas técnicas de diagnóstico, a FISH mostrou-se 

eficiente na detecção do FAdV-1, pois permitiu além da visualização, a quantificação 

e localização do agente no tecido.  

 

  



58 

 

 

APÊNDICE A - TAMPÃO DE HIBRIDIZAÇÃO  
 

Reagentes:  

SDS 10%  5mL 

NaCl [5M]  90mL  

Tris [1M] pH 7,2 50mL 

Água destilada  500mL  

HCl [1M]  O suficiente para a reação  

 

 

Modo de preparo:  

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentrações: Tris 

(1M) 6,057 gramas para 50mL de água destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90 

mL de água destilada;  

Passo 2: Ajustar o pH da solução de Tris para 7,2 utilizando solução a 1M de HCl; 

Passo 3: Colocar a solução de Tris em proveta de 500mL;  

Passo 4: Adicionar à solução de NaCl na proveta de 500mL;  

Passo 5: Adicionar 5mL do SDS 10% (cuidadosamente para evitar excesso de 

bolhas);  

Passo 6: Completar com água destilada até 500mL (cuidadosamente para evitas 

excesso de bolhas). 
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APÊNDICE B – TAMPÃO DE LAVAGEM 
 

Reagentes: 

NaCl [5M]  90mL  

Tris [1M] pH 7,2 50mL 

Água destilada  Até 500mL  

HCl [1M]  O suficiente para a reação  

 

 

Modo de preparo: 

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentrações: Tris 

(1M) 6,057 gramas para 50mL de água destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90 

mL de água destilada; 

Passo 2: Ajustar o pH da solução de Tris para 7,2 utilizando solução a 1M de HCl;  

Passo 3: Colocar a solução de Tris em proveta de 500mL;  

Passo 4: Adicionar à solução de NaCl na proveta de 500mL;  

Passo 5: Completar com água destilada até 500mL.  
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APÊNDICE C – PROTOCOLO FISH 
 
Passo 1: Após o corte, levar as lâminas para retirada da parafina em estufa a 65°C; 

Passo 2: Desparafinizar e reidratar os cortes, mergulhando as lâminas no xilol I por 

10 minutos, xilol II por 10 minutos, etanol absoluto por 5 minutos, etanol 90% por 5 

minutos, etanol 80% por 5 minutos, etanol 70% por 5 minutos e água destilada por 5 

minutos; 

Passo 3: Secar as lâminas em temperatura ambiente e posicioná-las na bandeja de 

incubação de imuno-histoquímica; 

Passo 4: Diluir a sonda na ausência de luz: 495μL do tampão de hibridização em 5 μL 

de sonda, obtendo a concentração de 2ng para cada 100μL; 

Passo 5: Pipetar 100μL da sonda diluída na superfície da lâmina, preenchendo todo 

o tecido; 

Passo 6: Preencher o fundo da bandeja com água destilada, fechá-la e em seguida, 

incubar overnight á 45°C; 

Passo 7: Fazer três lavagens sucessivas com 100μL de solução tampão de 

hibridização pré-aquecido a 45°C na superfície da lâmina. Repetir o processo de 

lavagem, por três vezes, com 100μL de solução tampão de lavagem pré-aquecido a 

45°C, e por fim realizar uma lavagem com água destilada.  

Passo 8: secar as lâminas em estufa a 45°C até desaparecer toda a água, por tempo 

aproximadamente de 10 minutos;  

Passo 9: Para a montagem das lâminas: Após a limpeza das lamínulas, instila-se uma 

gota do meio de montagem própria para microscopia de fluorescência, e acopla-se a 

lamínula a lâmina; 

Passo 10: Fazer a leitura em microscópio de fluorescência, no aumento de 40x. 

Quando não se consegue fazer o foco verificar se a lâmina não está suja com o próprio 

meio de montagem.  


