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RESUMO

RECK, Carolina. Detec¢cdo de Mycoplasma synoviae e Orthoreovirus aviario em
lesdes de artrites em frangos e matrizes de coiéncia Animal- Area: Producdo Animal)
— Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2011.

A artrite infecciosa em frangos e matrizes de corte representa um problema sanitario
e econdbmico de grande impacto, provocando elevadas perdas de produtividade e
nos processos de industrializacdo. O impacto econémico relacionado as perdas por
problemas no aparelho locomotor normalmente sdo subestimados, pois geralmente
sao consideradas apenas as perdas no abatedouro, ndo contabilizando os descartes
que ocorrem durante o periodo de alojamento.Os principais agentes etiol0gicos
associados aos casos de artrites infecciosas em aves sdo o Mycoplasma synoviae
(MS) e o Orthoreovirus aviario (ARV). O presente trabalho teve por objetivo detectar
a presenca de MS e ARV através de técnicas moleculares, PCR (Polymerase Chain
Reaction) e RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction),
respectivamente, em casos de artrites em frangos e matrizes de corte. Além disso,
realizou-se estudos histopatologicos das articulagbes com artrites e
desenvolvimento de um multiplex PCR. Para o estudo foram coletadas 150 amostras
de lesdes atriticas de matrizes de corte e 180 amostras de frango de corte, durante
o periodo de 2009 e 2010. Do total das 150 amostras de matriz de corte submetidas
a PCR para MS, 82,6% positivas e 20% foram positivas para ARV, destas 83,3%
(25/30) foram positivas tanto para o MS , quanto para o ARV. A andlise das
amostras de frango de corte demonstrou positividade para o MS em 58,9% das
amostras e 33,9% foram positivas para o ARV. As analises das lesdes
histopatolégica demonstraram a presenca de processo inflamatorio croénico na
capsula sinovial e no tendao flexor digital. O processo inflamatério foi encontrado
também nas amostras de articulagbes que foram negativas na PCR para ambos os
agentes. A multiplex desenvolvida, apresentou resultados satisfatérios, amplificando
genes do MS e ARV simultaneamente.Conclui-se que a prevaléncia de ARV nas
granjas de frango e reprodutoras esta sendo subestimada, sendo maior do que a
avaliada por especialistas na area, em Santa Catarina. A elevada incidéncia do MS
em matriz no periodo de abate, demonstram falhas nos programas de
bissegurancgas, ou mesmo firma a crenca de que € praticamente impossivel livrar as
granjas desse patogeno.

Palavras-chaves: Artrites. PCR. Mycoplasma synoviae. Orthoreovirus aviario
Multiplex-PCR.



ABSTRACT

RECK, Carolina. Deteccdo de Mycoplasma synoviae e Orthoreovirus aviario em
lesGes de artrites em frangos e matrizes de ciéncia Animal- Area: Producdo Animal)
— Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-graduacdo em

Ciéncia Animal, Lages, 2011.

The infectious arthritis in broiler and breeders, represents an economic and health
problem resulting in severe economical losses due to retarded growth and down
grading at slaughters . The etiological agents associated with cases of infectious
arthritis in avian are Mycoplasma synoviae (MS) and Orthoreovirus avian
(ARV). The objective of this study was to evaluate the occurence of MS e ARV in
infectious arthritis through molecular techniqgues, PCR (Polymerase Chain
Reaction) and RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction). In
addition, we carried out histopathological studies of joints with arthritis and
development of a multiplex PCR. For the study 150 samples were collected from
lesions of broiler and 180 samples of breeders. MS were detected in 82.6% and
ARV were 20%, in breeders. The analysis of samples of broilers showed positivity
to MS in 58.9% and 33.9% of samples were positive for ARV. The histopathology
analysis of joints demonstrated the presence of infiltrate of heterophils in the
synovial capsule and the digital flexor tendon. The inflammatory process has also
been found in samples from joints that were negative by PCR for both agents.The
developed multiplex, with satisfactory results, amplifying genes from MS and ARV
simultaneamente. Conclude that the prevalence of Arv in broilers farms and
breeding is being underestimated, which is higher than assessed by
experts in Santa Catarina. The high incidence of MS in the breeders, showed
flaws in biosecurity programs.

Keyword s; Arthritis. Mycoplasma synoviae. Orthoreovirus aviario. PCR .
Multiplex-PCR.
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1. INTRODUCAO

A avicultura industrial brasileira tem participagédo fundamental na economia
nacional, pois representa o mercado de carnes com maior projecdo de crescimento
anual. O Brasil lidera o ranking mundial de exportacdo de carne de frango, sendo
gue em 2009 apesar da crise mundial, exportou um total 3,6 milhées de toneladas
de carne de frango, com um faturamento de mais de US$ 6,9 bilhbes de dodlares
(UBA, 2010.)

O Estado de Santa Catarina possui uma posicdo de destaque na cadeia
avicola, os numeros relacionados & avicultura sdo extraordinarios quando
comparados com outras produgbes. Em 2009, foram alojados em Santa Catarina,
870 milhdes de pintinhos de corte e 50 milhdes de matrizes (ACAV, 2010). O setor
em SC é responsavel por 2,5% da producdo mundial de frango, abate anualmente
700 milhdes aves e emprega mais de 130 mil trabalhadores entre empregos diretos
e indiretos (UBA, 2010). Apesar do crescimento da avicultura industrial € necessario
diminuir de forma cada vez mais efetiva as perdas durante as fases de producéo,
abate e processamento (GIOTTO et al., 2008).

O sucesso da cadeia produtiva brasileira € fruto de um intenso trabalho de
selecdo e melhoramento genético, ado¢do de modernas técnicas de manejo e
medidas de biosseguridade (MACHADO, 2010.). Entretanto a avicultura industrial
baseada na producdo e manejos intensivos aumentou proporcionalmente o desafio
sanitario, pois as aves estdo submetidas a altas densidades populacionais, o que
favorece a rapida disseminacéo de doencas (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009).

Dentre os principais problemas de ordem sanitaria que causam prejuizos no
abate, devido a condenacbes post-mortem, destacam-se os problemas locomotores
como, as artrites e tenossinovites infecciosas (ARMENDARIS, 2006).

O impacto econdmico relacionado as perdas por problemas no aparelho
locomotor normalmente sdo subestimados, pois geralmente sdo consideradas

apenas perdas no abatedouro, ndo contabilizando os descartes que ocorrem
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durante o periodo de alojamento. Giotto et al.(2008), verifiou nas condenacdes de
frango de corte em abatedouros em Santa Catarina durante o periodo de 2006 a
2007, que as artrites foram a segunda maior de condenacdo parcial,
representando uma perda econdmico de mais de R$ 130 milhSes de reais para o
periodo.

Na fase de producdo dos frangos, as artrites e tenossinovites infecciosas
tém como principais consequéncias a reducdo do ganho de peso, piora nha
conversdo alimentar, transtornos de locomocdo e determinam a eliminacdo dos
animais devido a entidade clinica conhecida como “perdas de pernas” (JORDA et al.,
2001). Em matrizes de corte as perdas estao relacionadas a diminuicdo da producao
e eliminacdo de aves de alto valor zootécnico.

Como principais agentes causadores de artrites infecciosas destacam-se o
Mycoplasma synoviae (MS) e Orthoreovirus aviario (ARV) (BACK, 2002;
REVOLLEDO e FERREIRA, 2009; SAIF et al.,, 2003). Apesar do impacto nos
indices de produtividade da avicultura industrial, existem poucas informacfes sobre
os indices de ocorréncia de Orthoreovirus aviario e M. synoviae, como causadores
de artrites (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). As metodologias de rotina para
diagnéstico de Orthoreovirus aviario (isolamento) e Mycoplasma synoviae
(isolamento e sorologia) séo laboriosas ou pouco representativas. (FIORENTIN et
al., 2003; VAN DER HEIDE, 2000). Aléem disso, devido a fatores epidemiologicos
como a transmissao vertical de ambos os agentes (MS e ARV), se tornam onerosos
os programas de controle e/ou tratamento (DOBSON e GLISSON, 1992; SAIF et al.,
2003). Sob estas circunstancias é imprescindivel estabelecer um diagndstico rapido
de MS e ARV .

O presente estudo objetivou detectar a presenca dos agentes Mycoplasma
synoviae e Orthoreovirus aviario, atraves de técnicas moleculares como PCR e RT-
PCR, respectivamente, em casos de artrites em frangos e matrizes de corte, bem
como padronizar e validar a multiplex PCR como teste diagndstico capaz de detectar
os dois agentes em uma unica reacdo de PCR. Os dados obtidos poderdo ser
usados como ferramenta para auxiliar na implementacédo dos programas de controle
e prevencdo de artrite infecciosa e como consequéncia reduzir perdas por
condenacédo de carcacgas no abate, pela baixa eficiéncia da performance produtiva e

descarte de animais nas unidades de producéao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mycoplasma synoviae

O Mycoplasma synoviae (MS) causa doenca infecciosa, caracterizada por
inflamacdes nas membranas sinoviais e infecgBes subclinicas no aparelho
reprodutor e trato respiratdrio superior em aves e perus, conhecida por
Micoplasmose aviaria (BACK, 2002). O MS pertence a Classe mollicutes, ordem
Mycoplasmatales e familia Mycoplasmataceae. A Classe mollicutes € composta por
cinco ordens, seis familias e 14 géneros (DWIGHT e YUAN, 1999). Os mollicutes, do
grego “pele macia”, sdo bactérias de formato ovoide ou pleomorfico geralmente
comensais, saprofitos com ampla distribuicdo no Reino Animal. Os representantes
desta classe ndo possuem parede celular, provavelmente como consequéncia a
evolucéo generativa (RANZIN et al., 1998). Como nao possuem parede celular, tem
sua estrutura externa formada por uma membrana trilaminar composta por
proteinas, glicoproteinas, glicolipidos, fosfolipidio e esterdis. Embora estruturalmente
classificados como Gram-negativos, coram-se de forma insatisfatoria pelo método de
Gram (DWIGHT e YUAN, 1999). A auséncia da parede celular torna estes agentes
resistentes aos antibiéticos que atuam na sintese da parede celular, como o caso
das penicilinas, limitando os tratamentos envolvendo antimicrobianos (DWIGHT e
YUAN, 1999).

Os micoplasmas apresentam dimensdes semelhantes a virus de 0,2 a 0,4 um,
sendo considerados 0os menores microorganismos de vida livre conhecidos. Da
mesma forma, o genoma circular de duplas fita dos mollicutes, é o menor conhecido
entre os procariotos, com cerca de 770 a 800 Kpb (NASCIMENTO, 2000). A
composicdo basica do genoma inclui pouca guanina e citosina, variando de 23 a
40% (DWIGHT e YUAN, 1999). Os ribossomos dos micoplasmas sdo compostos por
seqUéncias altamente conservadas, que podem ser utilizadas como marcadores

filogenéticos. A porcdo 5S rRNAs dos micoplasmas é menor que em outros
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procariontes, enquanto a por¢do 16S rRNA apresenta sequéncias de nucleotideos
ausentes em outras bactérias (RANZIN et al., 1998).

As espécies de micoplasmas sdo frequentemente deficientes em
intermediarios do metabolismo energético devido a seu reduzido genoma. Esta
deficiéncia no metabolismo, no processo celular e na producédo de energia impde um
estilo de vida estritamente dependente do hospedeiro, do qual os micoplasmas
adquirem a maioria de seus nutrientes (RAZIN et al., 1998).

Existem mais de vinte espécies de micoplasma que infectam aves em geral,
porém apenas quatro espécies tém significado econémico na avicultura sao eles: M.
gallisepticum, M. synoviae, M. iowae e M. melleagridis (BACK, 2002).

O MS foi inicialmente descrito por Olson em 1954, como agente etiolégico da
Sinovite Infecciosa que acometia perus e galinhas, entretanto foi considerada como
espécie somente em 1982 (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). A enfermidade afeta
aves de todas as idades, contudo, é mais severa em aves jovens (JORDA et al.,
2001).

As principais perdas econdmicas causadas pela infeccdo pelo MS séo a
diminuicdo na produgéo e qualidade dos ovos, baixa eclodibilidade (altas taxas de
mortalidade embrionaria e pintinhos inviaveis), queda na conversdo alimentar,
condenacédo no abate e do alto custo da medicacdo (DUFOUR-GESBERT et al.,
2006). A diminuicdo na taxa de postura e eclodibilidade esta na ordem de 5 - 10%
(NASCIMENTO, 2000).

2.2. Epidemiologia

Os micoplasmas sdo considerados espécie-especificos, em alguns casos
infectam diferentes espécies com estreito relacionamento filogenético, como
Mycoplasma gallinsepticum (MG) e MS que séo capazes de infectar galinhas, perus
e outras aves domeésticas (BACK, 2002). Por via de regra, micoplasmas que
infectam aves nao infectam mamiferos e os micoplasmas de mamiferos por sua vez
nao infectam aves (DWIGHT e YUAN, 1999).

O MS acomete aves de todas as idades, contudo a infec¢cdo € mais severa
em aves jovens. A transmissao pode ocorrer por via vertical e horizontal, através de
aerossois, contato direto, equipamentos, veiculos e pessoas contaminados, sendo a

disseminacgédo relativamente rapida entre aves alojadas no mesmo galpdo (SAIF et
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al., 2003).

O MS esta amplamente distribuido em varios paises com producdo avicola,
frequentemente encontrado em granjas de matrizes e frangos de corte. Estudos
recentes realizados no Brasil, demonstraram uma prevaléncia do agente em 72,7%
dos planteis avicolas (BUIM et al., 2009). Um reservatério importante de MS sao as
aves de vida livre, silvestres e as chamadas galinhas de “fundo de quintal” ou de
subsisténcia, principalmente em propriedades localizadas nos redores de matrizeiros
e granjas de frangos de corte (CASTRO et al., 2006). Estudos soroldgicos recentes
realizados nos Estados da Bahia e Sao Paulo, em galinhas de “fundo de quintal”,
constaram uma positividade de 885% e 40,6% das galinhas para MS,
respectivamente (BUCHALA et al. 2006; OLIVEIRA et al., 2010).

Os micoplasmas podem sobreviver sob forma desidratada por varios dias
guando protegidos da luz solar, apesar da auséncia de parede celular (DWIGHT e
YUAN, 1999). O microorganismo permanece viavel em excrementos de galinhas por
um periodo de um a trés dias a 20°C e em gema de ovo por 18 semanas a 37<C.
Sobrevive menos de 8 horas em borracha, 8 a 12 horas sobre a madeira, até 2 a 3
dias nas penas, 1 a 2 dias no solo, 51 a 77 dias, sob condi¢cdes de baixa umidade a
4°C e 10 a 21 dia & 20°C (MAROIS et al., 2005).

O MS néo € estavel em pH 6,8 ou abaixo, sendo sensivel a temperatura
superior a 39°C. Devido a auséncia da parede celular, é sensivel a maioria dos
desinfetantes utilizados nos programas de limpeza e desinfeccdo convencionais,
como amonia quartendéria, iodo e fendis (NASCIMENTO, 2000).

Landman e Feberwee (2004), demonstraram a disseminacao via aerossois do
MS, onde apos aspersédo de MS, 31,5% das aves apresentaram quadros de artrite.
Neste mesmo estudo também demonstraram que aves contaminadas com o virus da

bronquite infecciosas das galinhas, apresentaram maior indice de artrite (50%).

2.3. Fatores de viruléncia e patogenia

Os micoplasmas se aderem intimamente a parede celular, principalmente do
epitélio das serosas e mucosas do hospedeiro, causando doengas cronicas ou
infeccbes de longa duracdo. O MS tem tropismos pelas diferentes serosas e
mucosas, produzindo quadros de sinovites, associadas ao sistema locomotor
(articulacdes) e ao trato respiratorio (NASCIMENTO, 2000).
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O periodo de incubacéo (PI) varia de acordo com a viruléncia da cepa, via de
inoculagéo, fatores estressantes e forma de transmissdo. Normalmente o Pl é de 11
a 21 dias, entretanto em pintinhos contaminados através da via vertical o Pl pode ser
mais curto (JORDA et al., 2001 ).

Devido a auséncia da parede celular o MS possui membrana plasméatica
triplice composta de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos e fosfolipideos. Estes
elementos estruturais constituem os principais determinantes antigénicos, capazes
de ativar e sensibilizar o sistema imune do hospedeiro, induzindo tanto uma repostas
humoral quanto celular. Alem disso, podem atuar como fatores téxicos e mitogénicos
(GYLES et al., 2004; RAZIN et al. 1998). Sdo capazes de ativar macréfagos,
desempenhando assim um papel importante na inducéo da producéo de citocinas e,
consequentemente, modulacdo da resposta inflamatoria durante a infeccéo
(CHAMBAUD et al., 1999).

As adesinas sao o principal fator de viruléncia dos micoplasmas, sobretudo
as hemaglutininas, responsaveis por sua adesdo a hemacias (DWIGHT e YUAN,
1999; GYLES et al., 2004;). As adesinas permitem a fixacdo e colonizacdo pela
bactéria as superficies serosas e mucosas. A perda da capacidade de aderéncia,
por mutagcédo ou modificacdo de genes que codificam para adesinas, resulta na perda
da capacidade para produzir a infec¢cao (BENCINA, 2002).

A proteina VhlA, codificada pelo gene vhla, é uma importante lipoproteina de
superficie, antigénica e potencialmente hemaglutinante, sendo produzia em grande
quantidade durante a infeccdo pelo MS (HONG et al., 2004). A VIhA é expressa
como uma Uunica proteina, entretanto sofre uma clivagem pdés traducional dando
origem a outras duas proteinas distintas, a MSPA (Major Surface Protein A) e a
MSPB (Major Surface Protein B), ambas envolvidas nas atividades de
hemaglutinaggo (HA) e hemadsorcdo (HAD) (HONG et al, 2004,
NOORMOHAMMADI et al.,1997).

Os micoplasmas sao mais suscetiveis a mutacdes que outras bactérias, isso
pode ser explicado pela deficiéncia no sistema de reparo do DNA. As modificacbes
freqUentes nos antigenos de superficie facilitam a evasdo do micoplasma da acgéo
sistema imune do hospedeiro, favorecendo sua sobrevivéncia e a infeccéo,
principalmente quando aderido a célula (NASCIMENTO, 2000).

2.4. Sinais clinicos
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As principais articulacdes afetadas, na infecgdo pelo MS, sao tibiotarsianas,
bolsas esternais e plantares. Pintinhos oriundos de matrizes infectadas,
possivelmente apresentardo sinovite, estando a manifestacdo clinica nestes,
associada a exposicdo a fatores estressantes e de manejo, como super lotacdo e
ma qualidade de cama do aviario (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009; SAIF et al.
2003).

Durante o curso da doenca as aves apresentam estertores respiratorios,
sinovite com aumento das articulagdes, edema, principalmente no coxim plantar e
articulacdo tibio-tarso-metatarso, com acumulo de exsudato seroso nos espagos
articulares com consequente claudicacédo, letargia, e perda de peso (JORDA et al.,
2001) . De um modo geral, em funcao da dificuldade de locomocéo e de se manter
em pé, as aves desenvolvem escaras de decubito peitoral ou bursite esternal.
Podem ocorrer infec¢cbes secundarias por Staphylococcus sp, Streptococcus sp ,
agravando o quadro de artrite (NASCIMENTO, 2000). Algumas aves, apesar da
infeccdo, podem nao desenvolver a doenca.

A infeccdo do trato respiratorio quando ocorre infecgcdo secundaria por
Escherichia coli é denominada aerossaculite silenciosa. Neste caso, ha um
agravamento do quadro e as perdas tende a ser muito mais expressivas (BACK,
2002).

Estudos recentes indicam que em plantéis de matrizes infectadas, as perdas
estdo associados a diminui¢cdo na producdo de ovos e a uma sindrome conhecida
como EAA - “eggshell apex abnormalities”, que se caracteriza por uma alteracdo
(mancha) a ovoscopia, devido a fragilidade da casca na regido da camara de ar. A

queda na producao de ovos esta estimada em 3% ao dia (FEBERWEE et al. 2010).

2.5. Lesdes

Na necropsia, observa-se inflamacdo das articulacdes, com acumulo de
exsudato viscoso nas membranas sinoviais e tenddes, principalmente da articulagcéo
tibiotarsica, tarsometatarsica e coxim plantar (BACK, 2002). Com a progressao da
doenca, o exsudato pode tornar-se caseoso e estende-se aos sacos aéreos e
musculos adjacentes. Orgdos como rins e coracdo também podem ser acometidos

(SENT ES-CUE et al., 2005). As articulacdes das asas e bolsa do esterno, mesmo
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com menor freqtiéncia, também podem apresentar lesdes.

Lesbes como hepatomegalia, esplenomegalia, rins edemaciados e palidos,
podem estar presente em menor grau de ocorréncia (REVOLLEDO e FERREIRA,
2009 ). Sent Es-cue et al. (2005), também relataram infeccéo sistémica causada por
MS, com lesBes na bolsa de Fabricius, baco, traqueite, pericardite, hepatite e nefrite.

Microscopicamente nas lesGes de artrite observa-se depdsito de fibrina com
acumulo de heterdfilos nos espacos sinoviais com infiltracdo de linfocitos e
macrofagos (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). A sinovite € caracterizada pela
infiltracdo de células inflamatérias para dentro da cavidade articular, podendo
ocorrer neovascularizacdo, hiperplasia e hipertrofia das células que compdem a
membrana sinovial. As membranas sinoviais, podem encontrar-se com formacéo de
vilos e infiltracao difusa a nodular, de linfocitos e heterofilos, que também podem ser
observados nos tenddes flexor digital e no extensor do metatarso 7 dias apds a
infecgao ( LOCKABY et al., 1998).

Na traquéia e nos sacos aereos podem ser observados infiltrados de linfocitos
e heterofilos (SAIF et al., 2003).

2.6. Diagnéstico laboratorial

O diagnostico para a infeccdo pelo MS pode ser realizado por de provas
sorologicas através de ensaios de soroaglutinacdo rapida (SAR) e imunoensaios
como teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). O diagndstico
definitivo pode ser realizado através do teste de inibicdo da hemoaglutinacéo (HI),
isolamento bacteriano e a técnica de PCR (GRASHOFF et al., 1995; REVOLLEDO e
FERREIRA, 2009).

A resposta imune humoral tipica de uma ave comeca com a producao de IgM,
trés e cinco dias apos a infecgdo, seguido pela producéo de IgG, 15 4 21 dias apos o
inicio da infecgdo (NASCIMENTO, 2000; REVOLLEDO e FERREIRA, 2009 ).

A SAR é usada como procedimento sorologico inicial para aferir plantéis de
aves livres de MS por ser rapido e simples, mas se caracteriza pela baixa
especificidade devido ao aparecimento de falsos positivos e falsos negativos,
indicado somente para procedimentos de triagem (FIORENTIN et al., 2003;
NASCIMENTO, 2000). Além disso, na SAR podem ocorrer reacdo antigénica

cruzada entre MG e MS, pois apresentam determinantes antigénicos similares
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(REVOLLEDO e FERREIRA, 2009; SANTOS et al., 2007a ). Outras bactérias como
o Staphylococcus aureus podem induzir rea¢cdes falso positivas na SAR (KLEVEN ,
1999). Reacdes de falso negativo constituem motivo de preocupac¢ao, pois uma vez
nao detectado, a populacédo infectada permanece como uma fonte de infeccao,
dificultando o controle sanitario (FIORENTIN et al., 2003).

O teste de HI fundamenta-se na capacidade de alguns microrganismos
apresentarem, em sua superficie, estruturas capazes de se combinarem com
receptores especificos, presentes na superficie das hemacias, as hemaglutininas. Ja
o teste de ELISA detecta niveis de IgG circulantes. Atualmente estdo disponiveis
diversos Kits com étimos indices de sensibilidade e especificidade, porém reacdes
nao especificas ainda podem ocorrer em se tratando de titulos mais tardios
(REVOLLEDO e FERREIRA, 2009).

O isolamento bacteriano tem suas limitagbes, pois dos representantes do
género Mycoplasma spp. o MS é considerado o de maior dificuldade para o cultivo,
devido a exigéncia de meios complexos com NAD (adenina nicotinamida
dinucleotideo) e tempo de replicagdo da bactéria (DWIGHT e YUAN, 1999). Nas
andlises bioquimicas o MS fermenta glicose e maltose, ndo fermenta lactose e é
fosfatase negativo (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). As dificuldades de
isolamento sdo maiores quando o quadro clinico do animal é crénico, onde ha um
namero reduzido de bactérias viaveis devido o controle da infeccdo pelo sistema
imune.

O emprego de técnicas baseadas na PCR para diagndstico de MS tem sido
cada vez mais utilizadas centros especializados, permitindo detectar micoplasmas
com alta sensibilidade e especificidade sem a necessidade de isolamento
(FIORENTIN et al., 2003). A PCR baseia-se na amplificacdo de sequéncias
especificas de determinados genes. O principal alvo de amplificacdo € fragmento
16S rRNA, uma regido altamente conservada com baixos niveis de variacdo
genética. Outros genes atualmente também estdo sendo utilizados em pesquisas
como vlhA e 23S rRNA (DOMANSKA-BLICHARZ, 2009 ).

Estudos avaliando as diferentes técnicas de diagndstico para MS constataram
que a PCR é a mais sensivel, possibilitando a detec¢do do agente e infec¢cdo mais
precocemente que outras provas como o0 isolamento bacteriano, SAR e HI
(FIORENTIN et al., 2003; POURBAKHSH et al., 2010).
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2.7. Tratamento e Controle

Uma vez os micoplasmas introduzidos na granja € dificil sua eliminacéo,
requerendo na maioria das vezes um periodo de vazio sanitario para o sucesso da
erradicacdo do agente (FIORENTIN et al, 2005). Os micoplasmas s@o sensiveis a
maioria dos desinfetantes utilizados na avicultura, bem como aos antimicrobianos
que interferem na sintese dos aminoacidos, acidos nucléicos e metabolismo dos
lipidios (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). Mesmos utilizando tratamentos com
antimicrobianos em lotes positivos, € dificil erradicar o MS do galpdo sem a
implantacdo de um rigido programa de limpeza, desinfeccdo e vazio sanitario
(NASCIMENTO, 2000).

O controle e monitoramento das micoplasmoses para aves reprodutoras estao
contemplados no Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, onde a Instrugcdo Normativa n°® 44 de 23 de
agosto de 2001, regulamenta Normas Técnicas para o Controle e a Certificacdo de
Nucleos e Estabelecimentos Avicolas para a Micoplasmose Aviaria (Mycoplasma
gallisepticum, M. synoviae e M. melleagridis) (Brasil, 2001). A certificacdo negativa
ocorre para lotes com resultados negativos em 10 amostras de soros testadas por
SAR em aves com 12 semanas de vida e consecutivamente a cada trés meses séo
realizadas monitorias de 150 amostras por nucleo. Quando os resultados sao
positivos no HI ou ELISA, a confirmacdo deve ser realizada por cultivo e/ou PCR
(BRASIL, 1999). Os estabelecimentos avicolas de reprodugcdo devem ser livres de
M. gallisepticum e livres ou sob vigilancia e acompanhamento para M. synoviae,
desta forma € essencial o controle rigoroso do programa de biosseguranca destes

estabelecimentos.
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2.2. Orthoreovirus aviario

O Orthoreovirus aviario (ARV), também denominado de reovirus devido a
primeira classificagdo Respiratory Enteric Orphan, estad associado a duas
importantes manifestacdes clinicas nas aves, a artrite viral e a sindrome de ma
absorcao, que causam grandes perdas para a avicultura industrial (BACK, 2002).

A artrite viral vem ganhando destaque na avicultura atual, por agir de forma
negativa na cadeia produtiva. Transtornos locomotores como artrites e
tenossinovites infecciosas sao uns dos principais problemas de origem sanitaria que
ocasionam reducédo nos indices produtivos dos frangos e prejuizos no abate devido
a condenagdes (MORETTI, 2006). As principais perdas econdmicas causadas pelo
ARV, estéo relacionadas com o descarte de aves, mortalidade, piora da converséo
alimentar, gastos com programa de prevencao/controle e condenagdo no abate
(DOBSON e GLISSON, 1992).

O agente ARV foi descrito pela primeira vez em 1957 por Olson e
colaboradores, que isolaram de galinhas com quadro de tenossinovite infecciosa um
agente nao sensivel a clortetraciclina e furazolidona, denominado de “agente da
artrite viral”. A caracterizacao e identificacdo do agente como reovirus s6 ocorreu em
1972, por Walke e colabororadores. No Brasil, o primeiro isolamento foi realizado
por Bottino em 1975, em galinhas de postura e frangos de corte com processos
inflamatorios articulares.

O Orthoreovirus aviario € um RNA virus de fita dupla, ndo envelopado,
icosaédrico, com aproximadamente 85 nm de didmetro (FLORES et al., 2007).
Pertence a familia Reoviridae, género Orthoreovirus. Seu genoma viral pode ser
separado em trés classes de acordo com o tamanho em grande (large =L), médio
(médium= M) e pequeno (small = S). A composicdo do genoma inclui, trés
segmentos grandes (large ,L1,L2,L3), trés segmentos médios (medium, M1,M2, M3)
e quatro segmentos pequenos (small, S1, S2, S3, S4). O genoma viral codifica 12
proteinas, oito delas sao estruturais e quatro nao-estruturais, identificadas por letras
gregas, de acordo com a classe de segmentos gendmicos e consequentemente,
suas respectivas massas moleculares ( BENAVENTE e MARTINEZ-COSTA, 2007).
As proteinas estruturais ( AA, AB, AX, YA, uB, oA, oB € cC), constituem o capsideo

interno e externo, sdo produtos primarios de traducdo dos seus mRNAs codificados
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(Tabela 1) (BENAVENTE e MARTINEZ-COSTA, 2007). As proteinas nao estruturais
estdo presentes apenas nas células infectadas, desempenham importantes funcdes
enzimaticas e regulatérias durante o processo de replicacéao viral (FLORES et al.,
2007).

Tabela 1: Segmento gendmicos, proteinas codificadas e sua localizag&o nos virions.

SEGMENTO DENOMINACAO LOCALIZACAO
L1 AA Capsideo interno
L2 AB Capsideo interno
L3 AC Superficie, proteina de ligacdo com
RNA
M1 HA Capsideo interno
M2 uB, uBN, uBC Capsideo externo, fungéo na

penetracdo e ativagédo da
transcriptase

M3 UNS ; UNSC, Nao estrutural, liga-se ao RNA, ativa
UNSN a transcricdo secundaria ; Nao
estrutural
S1 oC Capsideo externo, ligagéo & célula;
p10 Né&o estrutural; permeabilidade, fuséo;
N&ao estrutural, retarda ciclo celular
pl7
S2 oA Capsideo interno, liga-se ao RNA,
resisténcia ao IFN
S3 oB Capsideo externo.
S4 oNS N&o estrutural, liga-se no RNA

Fonte: BENAVENTE e MARTINEZ-COSTA, 2007.

A capacidade fusogénica dos reovirus tem sido alvo de estudos, onde
demonstraram que essa capacidade é atribuida a proteina pl0 (n&o estrutural),
codificada pelo segmento S1 (BODELON et al., 2001). A proteina pl7 esta
relacionada com alteragcdo do ciclo celular, estudos recentes relatam que a pl7
regula a proliferacdo celular através da ativacdo da p53 e p21 (BENAVENTE e

MARTINEZ-COSTA, 2007).
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Fonte : BENAVENTE e MARTINEZ-COSTA, 2007

Turret

Quter shell

24

A classificacdo do ARV em sorotipos é baseada na expressdo de antigenos

especificos, padrdes sorologicos e caracteristicas de patogenicidade. Atualmente

sdo descritos 11 sorotipos do virus em aves, sendo 0S mais comumente
diagnosticados: 2408; S1133 e o 1733 (Tabela 2). Destes, o0 S1133 est4d mais

relacionado aos problemas de artrites e tenossinovites, o 2408 associado a

sindrome da ma absorcdo e o 1733 atua em ambos problemas (REVOLLEDO e

FERREIRA, 2009; VAN DER HEIDE, 2000;).

Tabela 2: Classificacdo dos sorotipos do ARV .

Sorotipos Associado
S1133 Artrite
2408 Sindrome da ma absorcéo, artrite
2035 Sindrome da ma absorgéo, artrite
2177 -
1733 Sindrome da ma absorcéo, artrite
3005 Fragilidade 6ssea

Fonte: REVOLLEDO e FERREIRA, 2009

Patogenicidade

Media
Alta
Media
N&o patogénico
Alta
Média

O ARV ¢ resistentes ao calor, capaz de resistir a 60°C por 8 a 10 horas, 56°

por 22 a 24 horas, a 37°C por 15 semanas e a -20°p or quatro anos. Também sao
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resistentes ao pH 3, formalina a 3%, lisol, esta caracteristica deve-se ao fato do ARV
nao possuir envelope (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009). Savage e Jones (2003),
demonstraram a estabilidade das particulas virais em insumos e residuos de granja,
nos quais o virus permanece infectantes por dez dias em penas, na madeira, na
racdo e na superficie das casacas de ovos com a presenca de material fecal. Na
agua, os virions podem sobreviver por até dez semanas, perdendo pouca
capacidade infecciosas (SAVAGE e JONES, 2003). Sdo sensiveis ao etanol 70%,
iodo organico a 0,5%, peroxido de hidrogénio a 5%, hipoclorito de sodio e a luz
ultravioleta (SAIF, et al, 2003).

2.3. Epidemiologia

O agente ARV esta amplamente difundido nas granjas avicolas sendo relatado
em diversos paises com avicultura moderna (ROSENBERGER e OLSO, 1991). A
transmissdo ocorre tanto pela via vertical como através da via horizontal. A
transmissao horizontal pode ocorrer de forma direta ou indireta, no entanto, ha uma
variacdo consideravel entre as cepas virais, no que refere-se a capacidade de
propagacéo (VAN DER HEIDE, 2000). Aves positivas excretam o agente pela via
respiratéria e pelas fezes, fonte primaria de infeccdo para as outras aves, pois 0
ARV pode persistir por longos periodos nas tonsilas cecais (REVOLLEDO e
FERREIRA, 2009).

A transmissdo através da via vertical foi demonstrada primariamente por
Menendez e colaboradores em 1975, que verificaram indices de transmissao
relativamente baixos, proximo a 1,7%. O virus multiplica-se na membrana
corioalantéide dos ovos embrionados de galinha (ROSENBERGER e OLSON,
1991).

Aves jovens sdo mais susceptiveis do que as aves adultas, sendo que a
susceptibilidade a infeccdo pelo ARV diminui de forma linear conforme a idade
aumenta. Em aves adultas a enfermidade é menos intensa e o periodo de incubacéo
€ mais prolongado (JONES e GEORGIU, 1984). No entanto, essa resisténcia se
torna menor quando o virus € inoculado diretamente, como por exemplo através de
feridas ou lesdes nos coxins plantares (TAKASE et al., 1984; JONES E GEORGIU,
1984).

A morbidade pode ser alta, atingindo 100%, ja mortalidade é de 6 %, em alguns
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casos pode chegar até 10%, o virus pode persistir nos tenddes dos animais
infectados por pelo menos 22 semanas (REVOLLEDO e FERREIRA).

2.4. Patogenia

O periodo de incubacédo esta diretamente relacionado com a porta de entrada
do ARV, ao sorotipo viral envolvido e a idade da ave, variando de 7 a 11 dias.
Quando ocorre inoculacao via coxim plantar, o periodo de incubacdo pode ser de
apenas um dia (ROSENBERGER e OLSO, 1991). Pintinhos recém nascidos,
infectados pela via vertical mantém o virus em diferentes 6rgdos e tecidos,
principalmente no figado e intestino, transmitindo, via fezes ainda no incubatorio
para outros pintinhos ja nas primarias horas apds o nascimento (SAIF et al., 2003).

A replicacao inicial do virus ocorre na mucosa do trato digestivo e respiratorio
no periodo de 24 a 48 horas ocorre a viremia e ampla distribuicdo do agente para
outros tecidos como tenddes, tecidos linfoides, oviduto, persistindo nas tonsilas
cecais e articulacbes (REVOLLEDO E FERREIRA, 2009; VASCONCELOS et al.,
2001b). Jones et al. (1989), detectaram a presenca de particulas virais no figado e
rins de frangos, seis horas apds a inoculagdo experimental, demonstrando a
ocorréncia de viremia nas primeiras horas apés a infeccdo. Assim que chega ao
figado, o ARV se replica nos hepatocitos, ocasionando a degeneracao vacuolar e
necrose, observadas uma semana apo0s a inoculacdo (VASCONCELOS et al.,
2001b; JONES et al., 1984). NI e KEMP (1995), também observaram a presenca
ARV ap6s quatro dias da inoculacdo no coracao, rins e articulacoes.

As lesdes causadas pelo ARV néao se limitam a quadros de tenossinovite e
artrite, mas também estdo associadas a disturbios entéricos e respiratérios, hepatite,
hidropericardio, miocardite, pericardite e pancreatite (REVOLLEDO e FERREIRA,
2009; ROSENBERGER e OLSO, 1991). As lesGes entéricas e no pancreas levam ao
decréscimo das enzimas pancreaticas e alteracdes no metabolismo hepatico, que
por sua vez causa ma utilizacdo dos nutrientes e conseqientemente, doencas

nutricionais secundarias (NI e KEMP, 1995).

2.5. Sinais Clinicos

Clinicamente as aves acometidas pelo ARV, apresentam um aumento do
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volume dos membros pélvicos uni ou bilateral, devido ao edema e a proliferacdo de
tecido conjuntivo fibroso e 6sseo, principalmente na articulacdo tibiotarso com o
metatarso (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009).

Com o progresso da doenca as aves apresentam severa dificuldade de
locomocgédo devido a inflamacdo causada pela artrite e a sinovite. As aves com
lesbes apdiam-se no tarso, caracterizando um quadro denominado “perda de
pernas”. Em casos mais severos, pode haver ruptura do tend&o gastrocnémico.
Também € possivel observar edema do tendao flexor digital. (ROSENBERGER e
OLSO, 1991)

Em frangos de corte, devido a dificuldade de locomocéo, ocorre reducdo do
ganho de peso e piora da conversdo alimentar (SAIF et al., 2003). A presenca de
outros agentes infecciosos como E.coli, Mycoplasma synoviae e Staphylococcus
aureus podem agravar o quadro de artrite e aumentar consideravelmente os indices
de mortalidade ( BACK, 2002, REVOLLEDO e FERREIRA, 2009 ).

2.6. LesoOes

Macroscopicamente observa-se inchago nos tenddes e nas articulagoes,
podendo haver ruptura do tendao gastrocnémico. A articulagéo pode conter pequena
guantia de exsudato amarelo ou tingido de sangue e em alguns casos exsudato
caseoso (JONES et al., 1989). Hemorragias puntiformes (petéquias) podem ser
observadas nas membranas sinoviais, assim como pequenas erosées desenvolvem-
se na cartilagem articular distal do tibiotarso (ROSENBERGER e OLSO, 1991).

No exame histopatolégico observa-se nas articulacbes e areas adjacentes,
edema, necrose coagulativa, acumulo de heterofilos, infiltrados perivascular de
linfécitos e mononucleares (JONES et al., 1989; VASCONCELOS et al. 2001a). O
aparecimento de infiltrado inflamatério com a presenca de heterdfilos e células
mononucleares nas bainhas tendinosas, sdo caracteristicas da fase aguda da
doenca (ROSENBERGER e OLSO, 1991).

Com a evolucdo da doenca ocorre a formacdo de projecbes vilosas na
membrana sinovial, devido a hiperplasia e hipertrofia das células sinoviais e
periostite (VASCONCELOS et al. 2001a). A proliferacdo de tecido conjuntivo,
formacdo de foliculos linféides e hiperplasia das células da membrana sinovial,
caracterizam a fase de cronificacdo do processo articular. Ha invasdo de tecidos

fiboroso sobre os tendbes, resultando em fibrose cronica, e conseqientemente
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instalacdo de metaplasia éssea e anquilose com imobilizacdo do membro afetado
(NI e KEMP, 1995; VASCONCELOS et al. 2001b). O tropismo do ARV e sua
capacidade de replicacdo em fibroblastos séo responsaveis pelas lesées observadas
nos tenddes nas fases crbnicas da doenca. Erosbes na cartilagem articular sao
acompanhadas por um pannus de granulacédo, havendo atividade osteoblastica que
produz areas de osteoneogénes (ROSENBERGER e OLSO, 1991).

Lesdes histoldgicas sdo bem evidentes em outros 6rgaos como no figado onde
€ possivel observar necrose hepatica focal, vacuolizagdo e regeneracdo de
hepatécitos em decorréncia da multiplicacdo do reovirus nos hepatécitos. Lesdes no
coracdo também é um achado frequente, no qual € possivel observar infiltrado
heterofilico, em alguns casos acompanhado de proliferacdo de células
mononucleares (REVOLLEDO e FERREIRA, 2009).

2.7. Diagnéstico

O diagnostico presuntivo de ARV pode ser realizado com base nas lesdes,
sinais clinicos e historico do lote. A confirmagdo do diagndéstico é realizada através
do isolamento viral em ovos embrionados no saco da gema ou membrana
coérioalantéide (MCA). Via saco da gema resulta em morte embrionaria entre o
terceiro ao quinto dia apds a inoculacéo, ja a multiplicacdo do virus na MCA resulta
em formacdo de placas necrética, com morte embrionaria sete a oito dias pos-
inoculacdo (REVOLLEDO e FERREIRA, 2001; ROSENBERGER e OLSO, 1991) .

Em cultivo celular o virus replica-se em fibroblastos, rim, figado e pulméao de
galinha. Também podem ser utilizadas células de linhagem continua como células
VERO, BHK, GBK, RK. No cultivo celular o efeito citopatogénico & caracterizado
pela formacéo de sincicios (GUNERATNE et al., 1982) .

O Orthoreovirus aviario pode ser diferenciado com facilidade de outros virus,
devido as suas caracteristicas fisioquimicas e presencas de grupo de antigenos
especificos, que podem ser identificados através de ensaios de precipitacdo em
Agar gel (AGP) (REVOLLEDO e FERREIRA, 2001).

A técnica de RT-PCR destaca-se como um método rapido e eficiente que pode
ser utilizada com seguranca para a deteccdo e diagnéstico do ARV. Os primers
normalmente utilizados correspondem a sequéncias do gene S1, do sorotipo S1133
(HUNG et al., 2004).



29

Testes soroldgicos como virus neutralizacédo e teste de ELISA também podem
ser utilizadas para fins de diagndstico, monitoramento ou triagem de planteis para
infeccdo pelo ARV (LORENZINI et al., 1996; VAN DER HEIDE, 2000).

A patogenicidade das amostras pode ser determinada inoculando-se o virus no
coxim plantar de pintinhos tipo SPF (specific pathogen free) de 1 dia de idade.
Amostras altamente patogénicas induzem intensa reacao inflamatéria 72 horas apos
a inoculacdo (ROSENBERGER e OLSO, 1991).

2.8. Prevencgao e Controle

N&o existe tratamento especifico para infeccdo por ARV, por isso €
fundamental trabalhar ferramentas de prevencao e controle da doenca. Atualmente
existem vacinas comerciais disponiveis no mercado, em sua grande maioria
atenuadas, provenientes das sementes preparadas a partir da amostra S1133wt,
isolada nos Estados Unidos (VAN DER HEIDE, 2000). A amostra S1133wt, quando
no curso de uma infeccdo normal, causa um quadro clinico severo de
artrite/tenossinovite, com moderada taxa de mortalidade (GOUVEA et al., 1983).

O uso destas vacinas em pintinhos de um dia de idade vai depender de sua
atenuacdo, pois as mesmas induzem a formacdo de interferon em grande
guantidade e isto faz com que a resposta a outras vacinas, em especial a de Marek
figue prejudicada, dificultando a utilizacdo da vacina em frango de corte
(REVOLLEDO e FERREIRA, 2001).

A vacinacdo em reprodutoras € um método eficaz de controle, mas sua
protecdo € limitada a sorotipos homodlogos. Nos pintinhos, a resisténcia natural
aumenta com a idade a medida que a imunidade passiva diminui, por isso séo
necessarios altos titulos nas reprodutoras para que nao ocorra uma “falha” nesse
equilibrio, ou seja, aves com baixa imunidade passiva tornam-se susceptiveis a
infeccdo antes de desenvolverem imunidade ativa (ROSENBERGER e OLSO,
1991).

Mesmo sendo um método eficaz para controle da reovirose em reprodutoras,
a vacinacao deve ser aliada a medidas de biossegurancas, limpeza e desinfeccéo

que possibilitam a diminuicdo da presséo de infeccéo.
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3. OBJETIVO GERAL

Detectar a presenca dos agentes Mycoplasma synoviae e Orthoreovirus
aviario, através de técnicas moleculares como PCR e RT-PCR, respectivamente, em
articulacbes de frangos e matrizes de corte, com artrite, condenadas em

abatedouros do Estado de Santa Catarina.

3.1. Objetivos especificos

» Diagnosticar Mycoplasma synoviae atraves da técnica de PCR.

» Diagnosticar Orthoreovirus aviario através da técnica de RT-PCR.

» Estudo histopatologico das articulacées com artrites condenadas no abate.

» Estimar a incidéncia do MS e ARV em articulagcdes com artrites condenadas
no abate no Estado de Santa Catarina.

» Padronizacdo Multiplex PCR para deteccdo de Mycoplasma synoviae e

Orthoreovirus aviario. .



31

4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Bioguimica de Hemoparasitas e
Vetores - LABHEV e no Laboratorio de Histologia Animal, ambos localizados no

Centro de Ciéncias Agroveterinarias — CAV/UDESC, municipio de Lages-, SC.

4.1. Controles positivos

Como controles positivos foram utilizados amostras de DNA de MS cedidas
gentilmente pela pesquisadora Dra. Clarissa Silveira Luiz Vaz (Embrapa Suinos e
aves/Concordia-SC) e cepa TS-11 presente na vacina viva Mycovax® doada pela
empresa Merial®. Para o controle positivo do ARV, foi utilizada a cepa vacinal,

®n

amostras estirpe S1133 presente na vacina viva “Artrit-vet™”, gentilmente doadas

pela Empresa Biovet®.

4.2. Infeccéo experimental

Com o objetivo de padronizar a metodologia de coleta de material,
acondicionamento das amostras e protocolo para as técnicas de PCR, realizou-se a
infecgao experimental mista de MS e ARV em frangos de corte. Foram utilizados 16
frangos com 10 dias de idade, alojados em cama, com fornecimento de racéo e
adgua ad libitum. A inoculacdo foi realizada utilizando amostras atenuadas de MS
contendo aproximadamente 0,8x10° CFU da cepa TS11 de MS, através da via
intranasal e podal e uma suspenséo de ARV contendo 10*® DICT50 (Dose infectante
em cultura de tecido 50%) /0,05 ml, através da via oral e podal , por trés dias
consecutivos (Figura 2). Apds quatro semanas realizou-se a eutanasia e necropsia
das aves seguido da coleta das amostras. Foram colhidos pulm&es/sacos aéreos,
figado, baco, suabes do liquido sinovial (articulacao tibiotarso), membrana sinovial e
tendao flexor digital. As amostras foram coletadas fracionadas em trés aliquotas,
conservadas em nitrogénio liquido, sob refrigeracdo e em formalina a 10%

tamponada.
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Figura 2: Inoculacdo experimental de MS e ARV. (@) inoculagdo no coxim plantar de
0,8x10° CFU da cepa TS11 de MS e 10*® DICT50/0,05 ml da cepa S1133 de
ARV.(b) Pintinhos no box de experimentagéo.

4.3. Amostragem

A determinacdo do tamanho da amostra foi baseada em conceitos estatisticos
e epidemiologicos, considerando a populacdo de matrizes e frangos de corte como
“infinita”, devido ao grande numero de aves alojadas no Estado de Santa Catarina.
Para esse estudo, o calculo do nimero de amostras foi baseado considerando a
representatividade para o ARV, devido a sua menor incidéncia. Como nédo ha dados
epidemioldgico do agente no Brasil, considerou-se a incidéncia de 2% descrita por
SAIF et al. (2003) e ROBERTSON et al. (2008), utilizando a metodologia proposta
por De Canno e Roe (in THUSFILD, 2003), para uma populacao infinita (n), com
95% de confiabilidade, sendo o ndmero minimo de amostras necessérias, 149.
Dessa forma, coletou-se 150 amostras de matrizes de corte e 180 amostras de
frangos de corte, totalizando um total de 330 amostras. As amostras foram coletadas
por ocasido do abate em abatedouros localizados nas regibes meio-oeste, norte e
sul do Estado de Santa Catarina

4.4. Coleta das amostras

As amostras utilizadas nesse projeto foram coletadas durante o periodo de
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2009 e 2010, provenientes de dois abatedouros de matrizes e quatro abatedouros
de frango de corte, localizados nas regides no meio-oeste, norte e sul do Estado de

Santa Catarina (Figura 3).

CAKCMHAE JMYLLE
HAFRA
%gurquu_ GHAPECO MEt CACADOA
JOACARA A
CAMPOE HOWDE
LACER
S40 SOACUIM
A. TUBARAS
‘Fﬂ:ﬂ:lll
A Abatedouro Matriz
. Abatedouro Frango de corte

Figura 3: Representacéo dos locais de coleta de amostras.

Tanto nos abatedouros de matrizes, quanto nos de frango de corte, os
critérios para a coleta das amostras foram articulagcbes com artrite ou problemas
locomotores, condenadas pelos Médicos Veterinarios do Servi¢o de Inspecéo.

Nos abatedouros de frango de corte, o volume diario de abate variava entre
12.000 a 125.000, devido ao grande numero de aves abatidas, o volume de
articulagbes condenadas era muito elevado. Os frangos abatidos tinham idade
meédia de 42- 45 dias, jA as matrizes estavam na fase de descarte, com idades
proximas a 66 - 67 semanas.

As articulagcGes condenadas eram sequestradas para uma sala separada da
linha de abate, onde se procedia a coleta da membrana sinovial, suabe do liquido
sinovial, tenddo e fragmentos da articulacdo. Cada amostra foi aliquotada e
acondicionada em: criotubos de 2 mL e imediatamente submersa em nitrogénio
liquido a temperatura de — 196°C em botijao portatil; os suabes do liquido sinovial

das articulacbes eram mantidos em PBS pH 7.2, e acondicionados em caixa
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isotérmicas com gelo reciclavel. Para as analises histopatoldgicas, fragmentos da
articulacao tibiotarsica, foram fixados em formalina a 10% tamponada.

4.5. Extracdo de DNA ( Mycoplasma synoviae )

Todos os procedimentos foram realizados em capela de exaustdo de gases,
utiizando os equipamentos de protecao individual (EPIS) necessarios. Foram
testados dois protocolos de extracdo de DNA: Protocolo 1 - extracdo térmica e
Protocolo 2 - extracdo pelo fenol-cloroférmio. A extragéo foi realizada diretamente de
amostras de articulacdo (suabe de liquido sinovial e fragmentos da capsula articular)

obtidos a campo e provenientes de animais experimentalmente infectados.

a) Protocolo 1- Térmico.

O protocolo térmico foi realizado conforme descrito por Fan et al. (1995).
Resumidamente, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 10 minutos, em
seguida o sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 100uL de PBS pH 7,2. Este
procedimento foi repetido duas vezes. O pellet formado foi ressuspendido em 25ul
de PBS e incubado em banho-maria a 100°C por 10 min. Em seguida foi colocado
no gelo por 5 minutos, e submetido a uma nova centrifugacdo a 10.000xg por 6 min.

O DNA extraido foi armazenado em freezer a -20°C.

b) Protocolo 2: Fenol —cloroférmio

As amostras de tecidos foram ressuspendidas em tampéo de lise (10mM Tris pH 7,4,
10mM NacCl, 25mM EDTA, 1% SDS), com 100ug/ml de Proteinase K e incubados a
42°C por 12 horas. Apos este periodo foram realizadas trés lavagens com fenol,
fenol-cloroférmio (1:1) e cloroférmio e realizado a centrifugacdo a 14.000g por 10
minutos, desprezando o sobrenadante. O DNA extraido foi precipitado com
isopropanol e, logo apds, lavado com etanol 70%. O alcool foi descartado, retendo o
precipitado no fundo do microtubo, que permaneceu aberto a temperatura ambiente
para completa secagem. Apos completa secagem, o DNA resultante foi eluido em
50ul de agua Milli-Q livre de RNAse e mantido a -20<C.
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4.6. Extracdo do RNA ( Orthoreovirus aviario)

Todo o procedimento de extracdo do RNA foi realizado em capela de
exaustdo de gases, obedecendo rigorosas regras de biosseguranca para a
manipulacdo de produtos quimicos. Alem disso, todo o material utilizado foi
previamente tratado com dietil pirocarbonato 0,1% (DEPC), a fim de diminuir a
contaminacdo dos materiais com possiveis RNAses. Para a extracdo de RNA foi
utilizado o método do Trizol® (Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Em
suma, um fragmento de aproximadamente 100mg de tecido, foi homogeneizado em
um microtubo de 1,5mL com 1,0mL de Trizol® e incubado & 15-30C por 5 minutos.
Em seguida, foi acrescentado 200uL de cloroférmio, homogeneizado por 15
segundos em agitador do tipo vortex e incubando em temperatura ambiente por 10
minutos. Posteriormente procedeu-se a centrifugacdo do material & 12.000xg por 15
minutos a 4C. ApoOs a centrifugacdo a fase aquosa foi transferida para um novo
microtubo de 1,5mL e adicionado 500uL de isopropanol e incubado por 10 minutos
em temperatura ambiente para a precipitacdo do RNA. Apos a precipitacdo, seguiu-
se nova centrifugacdo a 12.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado lavado com etanol 75%. O pellet foi secado a temperatura ambiente e
0 RNA ressuspendido em 50uL de agua livre de RNAse. Para finalizar, as amostras

foram incubadas por 10 minutos a 60°C e em seguida armazenadas a -20<C.

4.7. Reacao de transcricao reversa (RT)-sintese do  cDNA

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) utilizou-se o kit comercial
“Protoscript M-MuLV First Strand cDNA Synthesis (Biolabs®) seguindo as
recomendacdes do fabricante. A reacgéo foi constituida em duas partes, a transcri¢cao
reversa e a amplificagdo propriamente dita. Na primeira fase adiciona-se em um
microtubo 6ul do RNA extraido das amostras, 2ul Random Primer Mix, totalizando
um volume de 8ul. Seguiu-se a desnaturacdo a 75°C por 5 minutos. Na segunda
fase adicionou-se ao microtubo, 10yl de M-MuLV Reaction Mix e 2ul M-MuLV
Enzyme Mix , obtendo um volume final de 20ul. Seguiu-se uma nova incubacdo no

termociclador a 25° por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e no final 80°C por 5
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minutos. O produto final foi eluido em 20ul de 4gua Milli-Q, obtendo um volume final
de 50ul, armazenado & -20°C até o momento do uso na reacdo de PCR.

4.8. Mensuracdo da quantidade de DNA e RNA

A quantidade de DNA e RNA das amostras controle foram mensuradas por
densidade 6ptica em espectrofotdmetro (Biophotometer® - eppendorf, Germany),
observando-se a absorbancia a 260 e 280nm, além das rela¢cdes 260/280nm e
260/230nm.

4.9. Selec¢do dos Oligonucleotideos iniciadores (pri mers)

Para amplificacdo do DNA foram selecionados oligonucleotideos iniciadores
especificos para cada agente. Para o ARV escolheu-se parte da sequéncia do
gene S1 do sorotipo do S1133, que possibilita um produto da amplificacéo
(amplicon) de 532pb (XIE et al, 1997). No caso do MS as sequéncias de
oligonucleotideos escolhidas referem-se a uma sequéncia do gene 16S do rRNA,
que amplificam uma produto de 207pb (LAUERMAN , 1998). A sequiéncia de
oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) para deteccdo do ARV e MS,
bem como o produto da respectiva amplificacédo esta descrita na tabela 3.

Tabela 3: Oligonucleotideos iniciadores (primers) para detec¢do do MS e ARV.

Agente Primers Amplicon Referéncia
MK87 F: 5-GGT.GCG.ACT.GCT.GTA.TTT.GGT.AAC-3’ 532pb Xie, et al.,

ARV MK88 R: 5’- AAT.GGA.ACG.ATA.GCG.TGT.GGG - 3 1997
F: 5’-GAG-AAG-CAA-AAT-AGT-GAT-ATC-A-3’ 207pb Lauerman,

MS R: 5’-CAG-TCG-TCT-CCG-AAG-TTA-ACA-A-3’ 1993

F =forward R =reverse
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4.10. Reagao em cadeia pela Polimerase — PCR

A amplificacdo foi executada através da técnica de PCR, onde foram
realizadas reacdes individuais para cada agente. Para técnica de PCR foram usados
5ul das amostras de acidos nucléicos para um volume final de 20ul. As
concentracdes dos componentes da reagao foram 200uM de cada dNTP, 16 pmol de
oligonucleotideo foward e 16pmol do oligonucleotideo reverse (MS e ARV), 2,5U
de Tag DNA polimerase. Para definir a concentracdo do cloreto de magnésio
(MgCl,) foram testas diferentes gradientes de concentracdes (1,5mM, 2,0mM,
2,5mM, 3,0mM e 3,5mM). Agua Milli-Q estéril foi utilizado para completar o volume
final de 20pL da reacao.

Para deteccdo do MS a reacdo de amplificacdo foi realizada em
termociclador sob as seguintes condicfes: desnaturacédo inicial a 94C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagcdo a 94T por 1 minuto. Para
anelamento dos primers foram testadas diferentes temperaturas, 50°% 52°, 55°C por
1 minuto, seguido de extensao a 72T por 1 minuto, e um ciclo de extensao final a
72T por 10 minutos.

Para deteccdo do ARV foram utilizadas as seguintes condic¢oes:
desnaturacao inicial a 94T por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacao a
94T por 1 minuto. Para anelamento dos primers foram testados as temperaturas
de 48°e 50° C por 1 minuto, seguido de extensdo a 72T por 1 minuto, e um ciclo de

extensao final a 72T por 10 minutos.

4.11. Eletroforese

Com o objetivo de realizar a deteccao dos produtos da PCR, 5uL do produto
amplificado pela reacdo de PCR foi homogeneizado em 2uL de tampé&o de
carregamento (azul de bromofenol) e submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% em TBE (Tris-borato-EDTA). Como padrdo molecular utilizou-se marcador de
100pb. A eletroforese foi realizada em cuba eletroforética com fonte, nas condi¢cbes
de 90 V por 70 minutos. Em seguida corou-se o gel em solugdo de Brometo de
Etideo por aproximadamente 30 minutos. O produto amplificado foi visualizado sob
iluminac&o de luz ultravioleta em fotodocumentador digital MiniBIS Pro® BioAmerica

Inc.
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4.12. Padronizacado multiplex PCR (m-PCR)

Para a determinacdo da viabilidade de deteccao simultdanea do DNA do gene
dos dois agentes em uma Unica etapa de reacdo, foi padronizado um ensaio de
multiplex-PCR, utilizando os primers do ARV e MS na mesma reacao. A otimizacao
das condi¢Bes da reagdo para um dado conjunto de oligonucleotideos iniciadores,
como a determinacdo das concentracdes, tempo e temperaturas de reacédo, € de
fundamental importancia para otimizacao do ensaio de multiplex-PCR. Observou-se
a eficiéncia da reacao frente a diferentes gradientes de concentragdes de cloreto de
magnésio (2,5 mM, 3,0 mM, 3,5 mM e 4,0 mM), por ser importante co-fator
enzimatico da Tag polimerase.

A reacéo foi incubada a 94°C por 5 minutos, seguidas de 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto. Para a amplificacdo foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento (48°C, 50°C, 52°C e 55°C) por 1 minuto, seguido de extensao a 72T
por 1 minuto, e um ciclo final de extensao a 72C p or 10 minutos.

Para a visualizacdo do produto da amplificacéo pela PCR, realizou-se corrida
em gel de agarose a 1,5% em TBE em cuba eletroforética com fonte, nas condi¢cdes
de 90V por 70 minutos. O produto amplificado foi visualizado sob iluminagéo de luz

ultravioleta em fotodocumentador digital MiniBIS Pro® BioAmerica Inc.
4.13. Sensibilidade da PCR
Para medir a sensibilidade da técnica foram realizadas M-PCR, PCR

individuais para MS e ARV com DNA e cDNA nas seguintes concentragdes de DNA:
100ng, 50ng, 25ng,10ng, 1ng, 0,5ng e 0,2ng.

4.14. Sequenciamento dos produtos da PCR

Para confirmagcdo da especificidade da reacdo, foi realizado o
sequenciamento dos produtos de PCR amplificados do MS e ARV. Conforme os

seguintes passos:
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a) Eletroforese e Clonagem dos gene 16S do rRNA do MS e gene S1 ARV em
PpGEM®-T Easy.

Em um gel de agarose na concentracéo de 1,5 % preparado com TBE (Tris-
borato-EDTA) foi adicionado 30ul de PCR de cada gene ( MS e ARV) submetidos a
90V por 80 minutos. Em seguida o gel foi corado em solu¢do de Brometo de Etideo
0,5ug/mL por aproximadamente 30 minutos e visualizados sob iluminacdo de luz
ultravioleta. As bandas com tamanho correspondentes a amplificacdo da sequéncia
do MS (207pb) e ARV (532pb) foram excisadas do gel com o auxilio de uma lamina
de bisturi estéril e o DNA contido em cada banda foi purificado utilizando-se o kit
Qiaquick Gel Extraction (Qiagen).

Cada gene foi ligado ao plasmideo pGEM®-T Easy (Promega), utilizando o
seguinte protocolo:

5ul de 2x Rapid Ligation Buffer

1ul do vetor pGEM®-T Easy (50ng)

3ul do inserto (produto de PCR purificado)

1ul da enzima T4 DNA ligase (1U)

As reacdes ocorreram a 4°C por 12 horas.

b) Transformagé&o dos plasmideos recombinantes em Escherichia coli DH5a.

Para a realizacdo da transformacéo foram utilizadas células de E. coli DH5a
previamente tornadas competentes. Aliquotas de 50ul de células bacterianas foram
homogeneizadas com 5pul da ligagdo de cada gene em microtubos de 1,5ml e
incubadas por 30 minutos no gelo. Em seguida foi realizado um choque térmico a 42
°C por 45 segundos e nova incubacdo no gelo por 90 segundos. Posteriormente
foram adicionados 200ul de meio SOC (bacto-triptona 2%, bacto-extrato de levedura
0,5%, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl, 10mM, glicose 20mM e agua) em cada tubo,
os mesmos foram incubados a 37°C sob agitacdo de 120rpm por 1 hora. Apés esta
incubacéo, 200ul de cada transformacéo foram plaqueadas em meio agar LB sélido
contendo 100ug/ml de ampicilina, Xgal e IPTG, para que ocorresse a formacao de
colonias azuis (ndo contém inserto ligado ao plasmideo) ou brancas (contém um
inserto ligado ao plasmideo). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 16
horas.



40

A comprovacdo da presenca dos insertos e o tamanho dos mesmos foi
realizada atraves da amplificacdo por PCR diretamente da colbnia de bactérias,
utilizando-se iniciadores especificos para o vetor pGEM-T Easy, pGEM-F (5"- ACG
CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA -3") e EXCEL-R (5"- GTT GTA AAA CGA
CGG CCA GTG AAT- 3") (10pmol/reacdo de cada iniciador). Assim, as col6nias que
apresentaram positivas para a presenca de inserto atraves da PCR foram

selecionadas para sequienciamento.

c) Sequenciamento dos clones MS e ARV

O sequenciamento dos clones foi realizado em um equipamento MegaBace
1000® DNA Analysis System (GE/Amersham Biosciences, Buckinghamshire). As
reacoes de sequenciamento foram preparadas a partir do DNA plasmidial e o Kit
DYEnamic® ET Dye Terminator (GE/Amersham Biosciences, Buckinghamshire)
conforme especificacdes do fabricante. Em resumo, as reac¢des foram realizadas na
presenca de 5,0pmol dos iniciadores pGEM-F e EXCEL-R e aproximadamente
800ng de DNA plasmidial, nas seguintes condi¢des térmicas: 95T por 25 segundos,
seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 95T por 15 segundos, ligacdo dos
iniciadores a 55T por 30 segundos e extensdo a 60°C por 80 segundos.
Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados com isopropanol 70% e
etanol absoluto, para retirada dos nucleotideos e iniciadores néo incorporados. Os
produtos purificados foram entdo eletroinjetados a 2KV por 100 segundos e
eletroeluidos por 150 minutos a 7KV.

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a sua qualidade utilizando-se
o pacote Phred/Phrap/Consed (www.phrap.org) sendo consideradas somente as
sequéncias com qualidade Phred>20. A confirmacao da identidade dos fragmentos
realizou-se utilizando o programa BLAST (www.ncbi.nilm.nih.gov/BLAST).

Todas as etapas de sequenciamento e analise das sequéncias obtidas foram
realizadas no Laboratorio de Bioinformatica da Universidade Federal de Santa

Catarina.

4.15. Processamento Histopatoldgico

Para analise histopatoldgica as amostras foram fixadas em formalina a 10%
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tamponada. Apos, os tecidos foram processados rotineiramente e incluidos em
parafina, posteriormente foram cortados em micrétomo na espessura de aproximada
de cinco micras (um), corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados em

microscopio optico

4.16. Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

a) Anticorpos Anti-reovirus e Anti-micoplasma synoviae

O anticorpo anti-reovirus utilizado foi adquirido da Empresa CELULA B -
Servico de producao de Anticorpos, cepa S1133 produzidos em coelhos.

Os Anticorpos anti-mycoplasma synoviae foram produzidos a partir de
antigeno estrutural presente na membrana celular do M. synoviae gentilmente
doados pela Pesquisadora Dra. Clarissa Vaz (Embrapa). A producéo do anticorpo foi
realizada no Laboratério de Imunologia e doencgas infecciosas da UFSC, em
camundongos Balb/C SPF (fémeas nove semanas). Foram realizadas trés
imunizacdes intraperitoneal em intervalos de 14 dias, utilizando 50ug do antigeno

purificado.

b) Preparacao das laminas

Os cortes histoldgicos de aproximadamente 5 um fora fixados em laminas
pré-tratadas com poly-L-lisina. Em seguida as laminas foram submetidas ao
processo de reativagcao antigénica, bloqueio, seguida de marcagdo com anticorpo
primario e secundario. Como anticorpo primario foi utilizado o anticorpo Anti-
reovirus e anticorpo anti-mycoplasma synoviae. Para o0 anticorpo secundario
foram empregados na marcacao anticorpo anti-rabbit em goat marcado com
Alexa Fluor 488 (Invitrogen®) e anticorpo anti-mouse em goat marcado com
FITC( Invitrogen®).

c) Leitura e interpretacao

Para a leitura foi utilizado microscopio de imunofluorescéncia e objetiva com
aumento 20 e 40x. As amostra que apresentaram fluorescéncia foram consideradas

positivas.

Toda a técnica de imunofluorescéncia foi realizada na UFSC, no Laboratério de

imunologia e doencas infecciosas em Floriandpolis.
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5. RESULTADOS

5.1. Infeccéo experimental

As aves inoculadas experimentalmente apresentaram clinicamente reducéo
do ganho de peso, retardo no desenvolvimento, dificuldade de locomocéo, leve
edemaciacdo e hiperemia da regido da articulacdo tibiotarsica e coxim plantar. Na
necropsia foi possivel observar artrite moderada a em todas as aves, fragilidade
0ssea, evidenciada pela de fratura do fémur ao realizar a desarticulagdo coxo-
femural (Figura 4), aumento do liquido sinovial, que em alguns casos apresentava
aspecto turvo. O exame histopatologico das articulagbes revelou infiltrado
inflamatorio mononuclear moderado difuso na capsula sinovial e no tendéo flexor
digital (Figura 5). Alem disso, foi possivel observar no figado, coracdo e baco
infiltrado inflamatdrio heterofilico e mononuclear severo (Figura 6) e no trato
respiratério, infiltrados difusos de linfécitos e heterdfilos nas mucosas da traquéia e
sacos aéreos, sendo mais severo nos pulmdes (Figura 7). Em 43,75% (7/16) das

aves foi possivel observar necrose hepatica focal.

Figura 4 : Fratura do fémur pela desarticulagdo coxo-femural, evideciando fragilidade 6ssea

de corrente a infeccao pelo ARV.
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Figura 5: Caracteristicas histolégicas da capsula articular de animais experimentalmente
infectados com ARV e MS. (a) Presenca de infiltrado inflamatério. (b) Presenca

predominante de heterdfilos. Coloracédo de H&E obj. 10 e 40x respectivamente.

Figura 6: Aspectos histolégicos do pulmédo de animais experimentalmente infectados com
ARV e MS. (a) Presenca de infiltrado inflamatério difuso no pulmao. (b) Células
gigantes na parede alveolar (seta). Coloracdo de H&E obj. 10 e 40x

respectivamente.
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Figura 7: Aspectos histolégicos do pericardio de animais experimentalmente infectados com
ARV e MS. (a) presenca de infiltrado inflamatorio heterofilico e mononuclear severo.
(b) infiltrado inflamatério heterofilico e mononuclear. Coloragdo de H&E obj. 10 e
40x respectivamente

As amostras foram submetidas ao teste de PCR para deteccdo de MS e ARV.
Quando analisadas separadamente, todas as amostras de pulmdes/sacos aé€reos
foram positivas para MS na PCR, jA& as amostras de membrana sinovial 81,25%
(13/16) foram positivas na PCR para MS e 93,75% (15/16) foram positivas na PCR
para o ARV. As amostras de tendao flexor digital, foram submetidas a PCR para
verificar a presenca de ARV, sendo que em todas ocorreu a amplificacdo do
fragmento esperado (532pb). Igual resultado foi obtido de amostras de figado, onde
todas as amostras testadas foram positivas na PCR para ARV. Quando realizado
analise das amostras coletadas através de suabes do liquido sinovial, 87,5% (14/16)

foram positivas na PCR para MS.

5.2. Otimizagdo da PCR individual

A PCR para deteccdo do MS e ARV individualmente foi padronizada com

volume final de reacdo de 20 pL.

a) PCR- Mycoplasma synoviae (PCR-MS)

Para a reacdo de 20pL, utilizou-se: 2,0uL Tamp&o PCR 10X 1,0uL de dNTP;
1,4 uL (3,5mM) de MgCl,. 0, uL de cada primers (20pmol/uL); 0,5uL de Tag DNA
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polimerase (5U/uL) e 8,5uL de Agua Milli-Q estéril. Para a amplificagcdo foram
testadas diferentes temperaturas de anelamento (50°, 52°, 55°C), a temperatura que
apresentou melhor resultado foi 50°C. Desta forma ficou definido o seguinte
protocolo: desnaturacdo inicial a 94C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 por 1 minuto, anelamento dos primers a 50°C por 1 minuto,
extensdo a 72T por 1 minuto, e um ciclo de extens ao final a 72T por 10 minutos
(Figura 9).

2.000 pb
1.500 pb

500 pb

207pb

100 pb

Figura 8: PCR para MS: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio; M —
marcador de massa molecular 100pb; 1, 2, 3, controle positivo MS, amplificando
207 pb.

b) Orthoreovirus aviario (PCR-ARV)

Para o ARV, foram utilizadas as seguintes condi¢bes para o volume final de
20pL: 2,0uL Tampdo PCR 10X * 1,0uL de dNTP; 1,4uL de MgCl, (3,5mM); 0,8uL
de cada primers (20pmole/uL); 0,5uL de Tag DNA polimerase (5U/uL) e 8,5uL de
Agua Milli-Q estéril. Para a amplificacéo, a temperatura na qual a reacéo apresentou
melhor eficiéncia foi 50°C. Desta forma o protocolo definido foi o seguinte:
desnaturacao inicial a 94 por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacéo a

94 por 1 minuto, anelamento dos primers a 50°C por 1 minuto, extensdo a 72C
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por 1 minuto, e um ciclo de extenséo final a 72T por 10 minutos (Figura 10).

2.000 pb
1.500 pb

]

400 pb 532 ob

100 pb

Figura 9: PCR para ARV: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio; M —
marcador de massa molecular 100pb; 1, 2, 3, controle positivo ARV, amplificando
532 pb.

5.3. Padronizacdo da PCR multiplex

A PCR multiplex foi padronizada para um volume final de 20uL. Para tal,
usou-se 2,0uL Tampdo PCR 10X 2,8uL de dNTP (10 mM); 1,4uL de MgCly
(3,5mM); 0,75uL de cada primers (MS e ARV) (20pmole/uL); 0,5uL de Taq DNA
polimerase (5U/uL); 2uL de DNA (MS) e 2uL de cDNA (ARV) e 6,3uL de Agua Milli-
Q estéril. Para a amplificacdo foram testadas diferentes temperaturas de
anelamento (48°C, 50°C, 52°C e 55°C), a temperatura na qual a reacao apresentou
melhor eficiéncia foi a 50°C, possibilitando a definicAo do seguinte protocolo:
desnaturacao inicial a 94 por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacao a
94<C por 1 minuto, anelamento dos primers a 50°C por 1 minuto, extensédo a 72C

por 1 minuto, e um ciclo de extensao final a 72<C por 10 minutos (Figura 11).
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2.000 pb
1.500 pb

1.000 pb

532 pb

400 pb

207 ob

100 pb

Figura 10: Multiplex PCR: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio; M —
marcador de massa molecular 100pb; 1 - m-PCR , amplificando MS 207 pb
e ARV 532 pb; 2 controle positivo ARV; no detalhe banda inespecifica com
aproximadamente 1000pb .

5.4. Sensibilidade da PCR

Na PCR individual, o limite de deteccdo para o ARV foi de 0,5ng de cDNA e
para o MS de 0,5ng. Ja na m-PCR o limite de deteccao foi de 1ng de DNA extraido
de MS e cDNA de ARV (Figura 11, 12 e 13).

M C 100 50 20 10 5 1 05 02

2.000 pb
1.500 pb

500 pb

207 ob

100 pb

Figura 11: Sensibilidade da PCR-MS : Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de
etidio; M — marcador de massa molecular 100pb; C- controle positivo;
Concentracbes de DNA diluicdo & 0,2- 100ng .



48

M 100 50 20 10 5 1 05 02

2.000 pb
1.500 pb

532 pb

100 pb

Figura 12: Sensibilidade da PCR-ARV : Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de
etidio, M — marcador de massa molecular 100pb; C- controle positivo;

ConcentracgOes de 0,2- 100ng.

M 100 50 20 10 1 05 0,2

2.000 pb
1.500 pb

532 nb

400 pb

207 ob

100 pb

Figura 13: Sensibilidade da m-PCR: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio;
M — marcador de massa molecular 100pb; C- controle positivo; Concentracfes
de 0,2- 100ng.



49

5.5. PCR das amostras de campo

Do total das 150 amostras de matrizes de corte submetidas a PCR, 82,6%
(124/150) foram positivas para MS, possibilitando a identificacdo de um produto de
amplificacdo na eletroforese de aproximadamente 207pb, enquanto que 17,4%
(26/150) foram negativas (Figura 14).

As amostras positivas para o ARV totalizaram 20% (30/150), destas 83,3%
(25/30) foram positivas também para MS, somente 16,6% (5/30) foram positivas para
o ARV (Figura 14 e 15). As amostras negativas tanto para MS quanto para ARV
totalizam 14% (21/150), entretanto, é importante ressaltar que, os animais negativos
na PCR para ambos agentes, provinham de lotes com animais positivos na PCR
para MS e ARV.

Do total de 180 amostras oriundas de planteis de frango de corte, 58,9%
(106/180) foram positivas na PCR para o MS e 33,9% (61/180) para ARV,
respectivamente (Figura 16). Destas, 18, 33% (33/180) amostras foram positivas
tanto para MS, quanto para ARV, e um total de 7,22% (13/180) foram negativas na
PCR tanto para o MS , quanto para ARV (Figura 14 ).

EE Matrizes
EE&3 Frangos de corte

604

40-

20+

Positividade na PCR (%)

o

ARV MS+ARV Negativo
Amplificagdo para MS e ARV na PCR

Figura 14: Resultados da PCR para ARV e MS das amostras de matrizes e frangos de corte.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2.000 pb
1.500pb

500 pb

207 ob
100 pb

Figura 15: PCR para MS de amostras de matrizes: Gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etidio, M — marcador de massa molecular 100pb; amostras 1, 2,
8,9,10,11,12,13 e 14 amplificacdo MS 207pb; 3-7 amostras negativas.

2.000 pb
1.500 pb

532 pb

400 pb

100 pb

Figura 16: PCR para ARV de amostras de frangos de corte. Gel de agarose a 1,5% corado
com brometo de etidio; M — marcador de massa molecular 100pb; 1, 2, 3, 4,

6,7 amplificacdo ARV 532pb; amostra 5 foi negativa.
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5.6. Processamento histopatoldgico

Macroscopicamente, observou-se que as lesdes de artrite em matrizes foram
mais evidentes que as lesfes encontradas nos frangos de corte. Em ambos os
grupos foi possivel observar casos de articulacbes com a presenca de exsudato
caseoso, aumento do liquido sinovial e petéquias na membrana sinovial (Figura 17).

Todas as amostras de matrizes analisadas apresentavam calo no coxim
plantar (pododermatite) (Figura 18), ja nas amostras frango de corte a incidéncia de
calo foi menor, apenas 16.1% (29/180) das amostras analisadas, e mesmo estes
quando presentes possuiam grau leve. A presenca de calo no coxim plantar € uma
caracteristica marcante nos lotes de matrizes abatidas visto que praticamente todos
0S animais apresentam este tipo de lesdo bem evidente. No que se refere aos lotes
de frangos de corte, provavelmente pela idade, a freqiéncia deste tipo de lesédo é
menor.

Considerando a presenca de material purulento nas articulacées analisadas,
8,33% (15/180) das amostras oriundas de plantéis de frangos de corte, e 8,66%
(13/150) das amostras de matrizes de corte apresentaram esta caracteristica bem
evidente.

O exame histopatolégico das articulagbes revelou infiltrado inflamatério
mononuclear difuso, acimulo de heterofilos na capsula sinovial e em alguns casos
no tendao flexor digital nas amostras de matrizes e de frangos de corte (Figura 19).
Em amostras de matrizes foi possivel observar hiperplasia e hipertrofia das células
sinoviais com formacao de vilos, acumulo de heterdfilos nos espacos sinoviais com
infiltrado linfocitico (Figura 20).

As amostras que nao foram positivas ha PCR para nenhum dos agentes,
apresentaram no exame histopatolégico lesGes caracteristicas de inflamac¢ao, como

acumulo de heteroéfilos.
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Figura 17: Aspectos anatomopatolégicos das lesbes de artrite observadas em amostras de
campos oriundas de plantéis de frangos de corte. (a) aumento de liquido sinovial
com aspecto turvo. (b) material caseoso em articulagdo com artrite. (c) Atrite

severa. (d) presenca de material caseoso em articuacdo com artrite.

Figura 18: Aspectos anatomopatoldgicos observadas em amostras de campos oriundas de
plantéis de matrizes de corte. (a) pododermaite. (b) pododermatite, presenca de

material caseosos.
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Figura 19: Caracteristicas histologicas da cdpsula articular de frangos de corte. (a) Presenca
de infiltrado inflamatdrio. (b) Presenca predominante de heterdfilos. Coloracdo de
H&E obj. 10 e 40x respectivamente.

Figura 20: Aspecto histol6gico da articulagdo de matriz de corte. (a) Presenca de infiltrado
linfocitico com presenca de heterdfilos, hiperplasia e desestruturacdo da
cartilagem. (b) Presenca infiltrado inflamat6rio com predominancia de linfocitos .
Coloracgéo de H&E obj. 10 e 40x respectivamente.
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5.7. Imunofluorescéncia Indireta

As amostras de campo de matrizes e frango de corte foram positivas no ensaio de
RIFI ( Figuras 21 e 22),

Figura 21: Corte histoldgico 5 um de articulacdo de frango de corte positivo na RIFI para
presenca de antigenos do MS. (a) marcacdo com DAPI. (b) marcacdo com anti-
mouse in goat marcado com FITC. (c) sobreposicdo A e B, sugerindo a

presenca de antigenos na superficie de células da membrana sinovial da
camada interna.
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Figura 22: Corte histolégico 5 um de articulacdo de frango de corte positivo na RIFI para

presenca de antigenos do ARV. (a) marcacdo com DAPI. (b) marcacdo com anti-
rabbit in goat Alexa Fluor 488.(c) sobreposicdo A e B, demonstrando a

presenca de antigenos na superficie de células da membrana sinovial (superficie
externa).

5.8. Analise do sequenciamento dos clones MS e ARV

As construgbes dos insertos selecionados, foram submetidos ao
sequenciamento a fim de verificar a natureza da sequéncia dos genes isolados.

Quando analisadas através do programa de bioinforméatica BLAST (Basic Local
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Alignment Search Tool), as sequiéncias obtidas foram 100% fidedignas para MS e
98% para ARV (Figuras 23 e 24). Os resultados obtidos demonstraram a fidelidade
de transcricdo e a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores empregados
(primers).

Sequences producing significant alignments:
Description | maxscore | Towlscore | Querycoverage | Evalue | mMaxident
Avian orthoreovirus strain HB06 segment S1, complete sequen 423 429 39% de-117 98%
Avian orthoreovirus strain P100 segment S1, complete sequen 4 429 39% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain S1133wt segment 51, complete seq 429 9% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain Fahey-Crawley segment S1, comple 429 39% 4e-117 98%
Avian orthorgovirus isolate T-98 segment S1, complete sequer 423 429 39% de-117 98%
Avian orthoreovirus isolate C-98 segment S1, complete sequer 423 429 9% de-117 98%
Avian orthoreovirus strain G-98 segment S1, complete sequen 423 428 9% 4e-117 58%
Avian orthoreovirus strain B-9€ segment S1, complete seguen 423 423 9% 4e-117 90%
Muscovy duck reovirus strain YH segment 3, complete sequen 423 429 39% 4e-117 98%
Muscovy duck reovirus strain YIL segment S1, complete seque 423 429 39% 4e-117 98%
Awvian orthoreovirus strain 2408 p17 gene, complete cds 423 429 39% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain 519 p17 gene, complete cds 423 429 20%, 1e-117 938%
Avian orthoreovirus strain 05151 p17 gene, complete cds 42 429 39% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain 1017-1 p17 gene, complets cds £ri] 429 9% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain 50151 p17 gene, complete cds 429 9% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain T6 p17 gene, completa cds 429 36% 4e-117 98%
Avian orthoreovirus strain 918 p17 gene, complete cds 423 429 9% 4e-117 98%
Avian orthoreovirys strain 750505 p17 gene, complete cds 43 429 39% 4e-117 98%
Avian reovirus strain 51133 segment 51, complete sequence 423 429 ¥9% 4e-117 98% I]I
Avian reovirus strain 176 segment $1 membrane fusion protein 423 429 39% de-117 98%
Avian reovirus strain 1733 segment S1, 10 kDa proten, 17 kDz 423 429 39% de-117 98%
Avian reovirus (S113) S1 mRNA, complete cds 424 424 9% 2e-115 98%

Figura 23: Sequéncias do ARV depositadas no banco de dados publicos do Centro

Nacional de Informacéao Biotecnoldgica, o NCBI, similaridade de 98% .

Sequences producing significant al
e —— [ m ] e L] =
AE0LT245.1  Mycoplasma synoviae 53, complete genome a1 3 B4% le-22 100%
£MO73015.1  Mycoplasma synoviae 165 rRNA gene a1 111 84% le-22 100%
04545 Mycoplacma synoviae WVU18S3 16S rRNA gene, partial & 111 111 4% 3e-22 100%
%52083.1 M.synovias 165 rRNA gene 111 111 84% Ze-22 100%
£B108023.1  Mycoplasma sp. Penl gene for 165 rRNA, partial sequenc 100 100 8% €o-19 96%
EUB39984.1  Mycoplasma sp. CSL7529-conjunctiva 165 ribosomal RNA 100 100 B4% €e-15 96%
EU83998L.L  Mycoplasma sp. CSL7491-lung 165 ribosomal RNA gene, | 100 100 84% ce- 15 96%
EM162076.1  Mycoplasma sp. 2F1AT partial 165 rRNA gene, type strain 100 100 B4% €e-19 96%
EU714238.1  Mycoplasma sp. CSL7503-lung 16S ribosomal RNA genea 100 100 84% ge-19 96%
MR _0D25182.1  Mycoplasma glycophilum strain 485 165 ribosomal RNA, - 100 100 84% Ee-19 96%
00223547.1  Mycoplasma sp. Ms03 165 ribosomal RNA gene, partial se 100 100 84% fe-19 96%
U73903.1 Mycoplasma edwardii 16S ribosomal RNA gene sequence 100 100 84% €e-18 96%
NR 029174.1  Mycoplasma felis strain ATCC 23391 165 ribosomal RNA, 100 100 84% €e-19 96%
£BE76850.1  Mycoplasma californicum gene for 165 rRNA, pertial seque 252 9.2 1% 3e-17 96%
R 029166.L  Mycoplasma californicum strain ST-6 16S ribosomal RNA, 253 95.3 1% 96%
EU79745L.1 - Mycoplasma canimucosale straln HRC68S 16S ribosomal - 223 5.3 81% 96%
AM773638.1  Mycoplasma canimucosale 16S rRNA gene, type strain 16. 253 95.3 1% 90%
£F527623.1  Mycoplasma sp. HRCGE9 165 ribosomel RNA gene, 165/27 233 95.3 1% 96%
AF412989.1  Mycoplasma verecundum 165 ribosomal RNA gene, partia 222 95.3 84% 95%
MR 02591<.1  Mycoplasma meleagridis strain 17529 165 riboscmal RNA 2323 95.3 1% Ie-17 100%
MR _02596<.1  Mycoplasma simbae strain LX 165 ribosomal RNA, partial 232 95.3 E1% ie-17 96%

Figura 24: Sequéncias do MS depositadas no banco de dados publicos do Centro Nacional

de Informacao Biotecnoldgica, o NCBI, similaridade de 100% .
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6. DISCUSSAO

A artrite infecciosa em frangos e matrizes de corte representa um problema
sanitario e econdmico de grande impacto para a avicultura moderna mundial,
causando grandes perdas na producéo e processos de industrializacdo (BERCHIERI
JUNIOR e MACARI, 2000). Fatores predisponentes como alta densidade animal,
excesso de umidade na cama e elevada concentracdo de amonia no ambiente
afetam o desempenho e tornam as aves mais suscetiveis a infec¢coes (COELHO et
al., 2009).

As metodologias tradicionais para o diagnéstico de Orthoreovirus aviario
(isolamento) e Mycoplasma synoviae (isolamento e sorologia) sdo laboriosas ou
pouco representativas, visto que no caso da sorologia, a presenca de anticorpos
circulantes, ndo reflete o quadro lesional ou a expressdo clinica da doenca
(DWIGHT e YUAN, 1999; VAN DER HEIDE, 2000). Além disso, devido a fatores
epidemiologicos como a transmissdo vertical de ambos os agentes, tornam-se
onerosos 0s programas de controle e/ou tratamento (SAIF et al., 2003; XIE et al.
1997).

Atualmente, a biologia molecular tem sido amplamente utilizada como
ferramenta para o desenvolvimento de ensaios voltados ao diagnostico de diversas
enfermidades. A técnica de PCR, por sua rapidez, sensibilidade e reprodutibilidade
dos resultados, pode ser empregada para fundamentar e complementar estudos
epidemioldgicos e diagnodsticos (BERCHIERI JUNIOR e MACARI, 2000). A
especificidade de um ensaio baseado na PCR depende da estringéncia da reacao e
complementaridade dos primers utilizados para a deteccao do patdégeno alvo (MILES
e NICHOLAS, 1998).

As técnicas moleculares empregadas neste estudo mostraram-se eficientes
para deteccdo de MS e ARV em lesdes de artrite. De acordo com Fiorentin et
al.(2003), a técnica de PCR para deteccao de MS, é mais sensivel que outros testes,
detectando a presenca de MS em aves antes que outras provas diagndsticas como
o isolamento, soro aglutinacdo em placas e Hl.

Com relagdo ao ARV ndo hé dados na literatura comparativos de técnicas de
diagnéstico. Xie e colaboradores (1997), demonstraram a eficiéncia da técnica de

RT-PCR para deteccdo de pequenas quantidades de RNA de ARV, permitindo a
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amplificacdo direta de amostras clinicas ou ambientais, evitando etapa extra de
cultura celular.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foi acompanhado o abate de um
total de 330.110 aves (matrizes e frangos de corte), entretanto nao foi contabilizado
o total de condenacdes por artrite no periodo. Contudo, foi possivel observar que o
volume de articulagbes sequestradas pelo servico de inspecao foi elevado,
principalmente nos abates de matrizes de corte. Esse fato € explicado pela idade e
ao peso corporal das mesmas ao abate (KOMIYAMA et al., 2010).

A micoplasmose aviaria pode estar associada a quadros respiratorios e
locomotores, causando grandes perdas para os sistemas de producdo avicola
mundial (BUIM, 2006). Uma vez introduzido na granja o Mycoplasma sp., torna-se
dificil a eliminacao do agente (FIORENTIN, 2005).

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram elevados niveis de
infeccdo por MS em matrizes de corte com lesbes de artrite, sendo detectado
atraves da PCR o agente em 82,6% (124/150) das amostras. Resultados
semelhantes foram encontrados por Dufour-gesbert, et al. (2006), que detectou a
presenca do agente em 87% das amostras de suabes de traquéia coletadas de
plantéis de matrizes na Franca. Pourbakhsh et al. (2010), observaram em Teer4,
uma prevaléncia de 30,74% de MS em granja de matrizes com sinais clinicos
sugestivos da infeccéo pelo MS.

A infeccdo por MS em granjas de reprodutoras € altamente relevante tendo
em vista a capacidade de disseminacéo e a possibilidade de transmisséo vertical do
agente (ORSI et al., 2004). Buim et al. (2009), utilizando a técnica de PCR multiplex
para diagnosticar MS e MG detectaram alta prevaléncia de micoplasmas em granjas
de reprodutora, sendo 72,72% desta positivas para 0s agentes com
predominancia de MS. Em um estudo sobre a prevaléncia de MS em granjas de
matrizes no Estado de Sao Paulo, utilizando como teste de diagnostico a SAR,
observou uma positividade para MS de 19,54% das granjas testadas (CARDOSO et
al., 2003).

No Brasil € obrigatorio o controle e certificacdo de estabelecimentos avicolas
de reproducdo quanto a presenca de micoplasmoses. O MAPA determina
monitorias nestes estabelecimentos a cada trés meses para verificar a presenca de
MS e/ou MG, conferindo as granjas certificados, para dai sim poderem

comercializar os pintinhos (BRASIL, 1999).
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A diferenca entre os dados encontrados esta provavelmente, relacionada ao
delineamento experimental dos trabalhos, pois em estudos de prevaléncia coleta-se
amostras de animais com ou sem sinais clinicos e/ou lesdes da doenca, ou seja, 0
oposto realizado nesse trabalho onde buscou-se detectar a presenca de MS em
lesGes de abate. Contudo, essa discrepancia entre os dados de prevaléncia com 0s
dados deste estudo sugerem que alguns fatores possam contribuir para uma
ocorréncia maior do MS em lesdes de abate, como a idade das reprodutoras no
abate (acima e 66 semanas), programa de biosseguridade de cada granja, uso de
tratamentos com antibacterianos por longos periodos. Fiorentin et al (2003),
constataram aparente erradicacdo de MS em granjas de matrizes, que foram
submetidas a tratamento intensivo com antibacterianos para o controle de E. coli.,
entretanto, em aves que ja apresentam lesdes nos sacos aéreos ou membranas
sinoviais, tornam-se mais limitada a resposta ao tratamento (REVOLLEDO e
FERREIRA, 2009).

Considerando a deteccdo do MS, através da PCR, a partir de suabes de
articulacdo ou amostras de tecido, ndo houve diferenca significativa entre os niveis
de deteccdo para os diferentes tipos de amostras. Neste caso, optou-se por
trabalhar com suabes de articulacdo devido ao custo, maior agilidade e praticidade
na colheita e processamento laboratorial. Dados correspondentes foram descritos
por Machado (2010), que comparou coleta de suabe da traquéia e escarificacao da
traguéia para isolamento de MG.

Em frangos de corte, estudos contemplando as causas de condenag&o no
abate, elegem artrite como uma das principais causas de condenacdo parcial
(GIOTTO et al., 2008; MORETTI, 2006).

Na analise das amostras de articulagbes oriundas de planteis de frangos de
corte, foram observado que 58,9% (106/180) foram positivas na PCR para o MS.
Minharro et al. (2001), observaram a presenca de MS através da técnica de PCR
em 25,80% das lesGes de sacos aéreos em frangos de corte condenados devido a
presenca de aerossaculite no Estado de Goias. Da mesma forma que em matrizes,
dados e estudos acerca das causas das lesdes de artrite em frangos de corte sao
escassos. Feberbwe et al. (2008), verificaram que a prevaléncia de MS em granjas
de frangos de corte da Holanda foi de 6%, segundo aos autores essa prevaléncia
baixa pode ser devido ao intenso uso de antibacterianos.

Nesse estudo, a deteccdo de MS atravées da PCR a partir de suabes de
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articulacao (liquido sinovial) foi alta, tanto em matrizes 82,6%, quanto em frangos de
corte 58,9% .A presenca de MS no liquido sinovial ndo necessariamente indica que
o0 mesmo tenha invadido a articulagdo e ocasionando lesbes (ALAFALEQ et
al.,1989). Senties-Cue, et al. (2005), detectaram a presenca de MS em diversos
orgéos como figado, baco, traquéia, sacos aéreos e articulagoes.

Para a deteccdo do ARV através da RT-PCR, em amostras oriundas de
plantéis de matrizes de corte, observou-se positividade para o agente em 20%
(30/150) das amostras. Pesquisas sobre a prevaléncia do ARV nas unidades de
producdo avicolas do Brasil sdo escassas. Lorenzini et al., (1996), através de um
levantamento sorologico para ARV, utilizando teste de ELISA, em matrizes de corte
no Estado do Rio Grande do Sul observaram a presenca de anticorpo para reovirus
em 90,5% das amostras analisadas, sendo que as aves nao eram vacinadas. A
deteccédo de anticorpos revela o contacto das aves com 0s agentes, demonstrando a
presenca ou a circulacdo do mesmo nos respectivos plantéis (BUCHALA et al.,
2006). Dobson e Glisson (1992), estudaram o impacto econémico de um caso de
infeccdo por ARV em reprodutoras pesadas e em seus descendentes, considerando
parametros como: diminuicdo da eclodibilidade, custos com vacinagdo e medicacao
(matrizes e frangos), mortalidade, descarte, perdas no abate(frangos) e qualidade
da progénie. A perda total, considerando o lote de reprodutoras com 8.750 galinhas
e um lote com 25.200 frangos, a perda estimada foi de aproximadamente US$
48.000,00.

A incidéncia de ARV nas lesdes de artrite de frangos de corte foi de 33,9%
(61/180), destes 18,33% (33/180) foram positivos também para MS. O diagndéstico
de ARV em planteis de matrizes e frangos de corte ja foi relatado em varios paises
com avicultura industrial expressiva. As principais perdas econémicas associadas a
infeccdo pelo Orthoreovirus aviario em frangos de corte estdo relacionadas com
claudicagéo, baixo desempenho, diminuicdo do ganho de peso e piora conversao
alimentar (GLISSON e DOBSON, 1992). No Brasil ha poucos dados disponiveis
sobre a prevaléncia do agente em granjas comerciais, entretanto profissionais de
campo relatam com frequéncia quadros clinicos sugestivos da infec¢éo pelo agente
em granjas de frangos de corte. Bokaie et al. (2008), sugeriram que a
soroprevaléncia para anticorpos contra reovirus em frangos com idade de abate
na provincia de Teera foi de 98,3%. Quando este cenario foi transposto para aves

de subsisténcia (“fundo de quintal”’) no Estado do Rio Grande do Sul , Santos et al.
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(2007b), detectaram a presenca de anticorpos contra ARV em 21,6% das amostras
analisadas. Aves de subsisténcia representam um risco para a avicultura industrial,
devido a precaria condicdo sanitaria e impossibilidade de manejo controlado e
principalmente a livre circulacdo de agentes infecciosos no ambiente (BUCHALA et
al., 2006). A presenca do ARV e a ocorréncia de lesdes pela infeccdo esta
diretamente relacionada ao sorotipo envolvido, podendo altos titulos virais influenciar
0s niveis de viruléncia do ARV ( JONES et al., 1989) .

A RIFI sugere a co-localizacdo dos antigenos do ARV e MS, demonstrando
gue os dois podem estar associados nos casos de artrites. Foi possivel identifica a
presenca de antigenos do ARV na superficie de fibroblastos constituintes da camada
externa da membrana sinovial e na regido do tendao flexor digital. Ja antigenos de
superficie do MS na superficie interna da membrana sinovial, principalmente junto
ao endotélio vascular.

N&o foi possivel correlacionar a presenca dos agentes nas lesdes
encontradas no abatedouro com a incidéncia a campo de casos clinicos ou
historicos, devido a dificuldades impostas por parte das Empresas integradoras.
Sabe-se que aves que apresentam sinais clinicos de artrite, caso nao respondam ao
tratamento, sédo eliminadas do lote, ndo chegando ao abate.

A andlise histopatolégica das lesdes revelou a presenca de processo
inflamatorio na membrana sinovial e no tenddo flexor digital. Resultados
semelhantes também foram encontrados na infeccdo experimental, onde se
observou infiltrado mononuclear moderado difuso na cépsula sinovial. Nas
amostras de articulagdes, negativas na PCR para ambos os agentes (MS e ARV)
constatou a presenca de processo inflamatorio.

Através da analise histopatologica das amostras de campo nao foi possivel
diferenciar artrites caudas pelo ARV das causada pelo MS. Em matrizes, constatou-
se nas lesdes a presenca de infiltrado linfocitario, hiperplasia e desestruturacéo da
cartilagem, lesbes compativel com processo cronico.

Nos animais submetidos a infeccado experimental pelo MS e ARV, foi possivel
observar no trato respiratério infiltrados difusos de linfocitos e heterdéfilos na mucosa
tragueal e sacos aéreos, compativel com as lesGes causadas pelo MS. No figado,
coracao e baco observou-se infiltrado inflamatorio heterofilico e mononuclear severo
nas diferentes serosas e necrose hepatica focal, lesbes compativeis com as
causadas pela replicacado do ARV ( VASCONCELOS et al. 2001b).
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Outros agentes como a E. coli e Sthaphylococcus aureus, por serem
oportunistas podem estar associados com o agravamento dos casos de artrite, tanto
de atrites infecciosas, quanto das atrites assépticas, entretanto, nesse estudo néo
foi pesquisado a presenca dos mesmos.

A multiplex-PCR, uma variacdo derivada da PCR, &€ um ensaio rapido e
eficiente, traz vantagens por propiciar em uma so6 reacdo a andlise de deteccdo de
multiplos patdégenos (HENEGARIU et al., 1997). A multiplex-PCR, padronizada neste
trabalho, apresentou resultados satisfatorios, amplificando sequéncias especificas
dos genes alvos (MS e ARYV), contudo, houve amplificacdo de uma banda
inespecifica com aproximadamente 1000 pb. Isso provavelmente deve-se ao fato de
haver ocorrido interacdes entre 0s primers utilizados na reacgéo, visto que foram
testados diversos protocolos (EDWARDS E GIBBS, 1994).0 conjunto de primers
sintetizados para esse experimento ndo foram desenhados especificamente para o
desenvolvimento da M-PCR, assim sendo, uma das possibilidades para a nao
amplificacdo da banda inespecifica seria redesenhar os primers. De acordo com
Henegariu et al. (1997), os pares de primers para uma M-PCR devem iniciar em CG
para manter a estabilidade de anelamento, jA que existem pontes de hidrogénio
triplas entre eles.

O teste de sensibilidade da PCR e da Multiplex, demonstrou a capacidade
de detectar concentracdes minimas de DNA e cDNA em 1ng. A sensibilidade de
deteccdo depende das condicbes de estringéncia da reacdo, da pureza e da
guantidade de DNA e RNA.

Os resultados obtidos no sequenciamento e posteriormente analisados pelo
BLAST demonstraram a fidelidade de transcricdo e a especificidade, os resultados

foram fidedignos tanto para o MS , quanto para o ARV.
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7. CONCLUSOES

As técnicas moleculares, PCR, RT-PCR e m-PCR, mostraram-se eficientes
para deteccdo de MS e ARV em lesdes de artrite de matrizes e frango de corte,
podendo ser incorporadas na rotina de diagnéstico para os respectivos agentes a
partir de material articular.

A elevada incidéncia do ARV e MS, detectados pelos métodos moleculares foi
confirmada pelo estudo histopatolégico das lesdes, que revelou alta prevaléncia de
casos de artrite infecciosa como causa de condenagao por ocasiao do abate.

A incidéncia de MS e ARV, como causa de artrite em granjas de matrizes e
frangos de corte, é subestimada em Santa Catarina, sugerindo a necessidade de

reavaliar os programas sanitarios das respectivas criacoes.
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