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Infectious arthritis in broiler represents an economic and health problem resulting in se-
vere losses due to retarded growth and down grading at slaughterhouse. The most common
agents associated with cases of infectious arthritis in poultry are Mycoplasma synoviae and
Avian orthoreovirus. This study proposed to investigate the histopathological changes caused
by mixed infection with Mycoplasma synoviae and Avian orthoreovirus in broilers and confirm
the presence of the agents through PCR and immunofluorescence assay (IFA). We used 16
broiler chickens, housed in bed, with supply of food and water ad libitum. Ten-day-old broi-
lers were infected with Mycoplasma synoviae and Avian orthoreovirus. Clinically, they showed
lethargy and swelling of the hock joint. After 30 days, we proceeded to their euthanasia and
necropsy. Histological lesions were observed due to the mixed infection with Mycoplasma
synoviae and Avian orthoreovirus in different tissues. The histopathology of the joints was
characterized by infiltration of heterophil leucocytes in the synovial membrane and the di-
gital flexor tendon. The inflammatory process was also found in trachea, lungs, air sac, liver,
spleen, pericardium and proventriculus. The use of IFA was necessary to verify the presence
of both agents in the hock joints, identifying the antigens of Mycoplasma synoviae and Avian
orthoreovirus. The presence of M. synoviae was detected by PCR in trachea, lung, air sacs, sy-
novial membrane and synovial fluid. Avian orthoreovirus was detected with PCR in liver, sple-
en, synovial membrane and digital flexor tendon. In conclusion, this investigation suggests
that a synergistic relationship exists between Mycoplasma synoviae and Avian orthoreovirus.
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RESUMO.- A artrite infecciosa em frangos de corte repre-
senta um problema sanitario e econémico de grande im-
pacto, provocando perdas de produtividade e nos proces-
sos de producgdo e industrializacao. Os principais agentes
etiologicos associados aos casos de artrites e tenossinovi-
tes infecciosas em aves sdo Mycoplasma synoviae (MS) e Or-
thoreovirus aviario (ARV). Esse trabalho propds investigar
as altera¢des anatomohistopatolégicas causadas pela infec-
¢do experimental concomitante por Mycoplasma synoviae
e Orthoreovirus aviario em frangos de corte e confirmar a
presenca dos agentes através das técnicas de PCR e imuno-
fluorescéncia indireta (RIFI). Para tal foram utilizados 16
frangos de corte, alojados em cama, com fornecimento de
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racdo e agua ad libitum. A infec¢do experimental foi reali-
zada utilizando amostras atenuadas de MS e de ARV. Clini-
camente as aves inoculadas apresentaram apatia e edema-
ciacdo da regido da articulacdo tibiotarsica. Apds 30 dias
procedeu-se a eutandsia e a necropsia das aves. Na anali-
se histopatoldgica constatou-se o efeito da infeccdo mista
com MS e ARV sobre os diferentes 6rgaos/tecidos. Todos
os animais apresentaram quadro de artrite e tenossinovite
caracterizado pela presenca de infiltrado inflamatdrio lin-
fohistiocitario difuso, com acumulo de heteroéfilos na cap-
sula articular/membrana sinovial e tendao flexor digital.
Além disso, foi possivel observar infiltrado inflamatério na
traquéia, nos pulmdes e sacos aéreos, no figado, baco, pe-
ricardio e proventriculo. A utilizagdo da RIFI foi necessaria
para visualizar a presen¢a de ambos os agentes nas articu-
lagoes, identificando a presenca de antigenos do ARV e do
MS. A técnica de PCR constatou positividade do MS na tra-
quéia, pulmdes/sacos aéreos, capsula articular/membrana
sinovial e liquido sinovial. J4 para o ARV a PCR foi positiva
em amostras de figado, bago, capsula articular/membrana
sinovial e tendao flexor digital. Com base nas lesdes obser-
vadas e nos dados da literatura, sugere-se a agdo concomi-
tante por MS e ARV nos diferentes tecidos.

TERMOS DE INDEXACAQ: Artrite, frango de corte, Mycoplasma sy-
novia, Orthoreovirus avidrio.

INTRODUCAO

A avicultura industrial brasileira possui papel de destaque
no mercado mundial de carnes, colocando o Brasil como o
maior exportador de carne de frango do mundo, totalizan-
do 12, 300 milhodes de toneladas de carne de frango e um
faturamento anual préximo a U$$ 7 bilhdes (UBA 2011). 0
sucesso da cadeia produtiva brasileira de carne de frango é
resultante do melhoramento genético e da ado¢ao de mo-
dernas técnicas de manejo nutricional, sanitario e de bios-
seguraga (Moretti 2006).

Os problemas locomotores, representados pelas artri-
tes e tenossinovites infecciosas estdo entre as principais
causas de condenagdo parcial no abate (Giotto et al. 2008),
mesmo assim, ainda sdo subestimados, pois nao sao conta-
bilizadas as perdas de producao e os descartes associados a
estes quadros que ocorrem durante o periodo de alojamen-
to (Moretti 2006).

Como principais agentes causadores das artrites infec-
ciosas destacam-se o Mycoplasma synoviae (MS) e Ortho-
reovirus aviario (ARV) (Kleven 1997, Rosenberger & Olson
1997).

O Mycoplasma synoviae possui tropismo pelas serosas e
mucosas do hospedeiro, causando doenga cronica ou infec-
¢oes de longa duracdo, associadas principalmente a quadros
de sinovite infecciosa e infec¢des subclinicas no aparelho
reprodutor e trato respiratério superior das aves (Kleven
1997, Nascimento 2000). Uma vez introduzido na granja, o
MS é de dificil eliminagio, apesar de ser um agente controla-
do nas granjas de matrizes é bastante encontrado nos plan-
teis avicolas (Nascimento 2001, Cardoso et al. 2006).

Orthoreovirus aviario, também denominado de reovi-
rus, estad amplamente difundido nas granjas avicolas bra-
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sileiras, sendo relatado em diversos paises com avicultura
industrial (Savage & Jones 2003). O ARV estd associado a
duas importantes manifestacoes clinicas nas aves, artrite/
tenossinovite viral e a sindrome de ma absor¢do (Rosen-
berger & Olson 1997). Durante a infec¢do das aves é possi-
vel observar aumento de volume uni ou bilateral na articu-
lacdo tibiotarso, proliferagao de tecido conjuntivo fibroso e
6sseo e presenca de edema do tendio flexor digital (Rosen-
berger & Olson 1997). Com a evolugao da doenca, as aves
apresentam severa dificuldade de locomoc¢do e tendem a
apoiar sobre o tarso, caracterizando o quadro denominado
de “perda de pernas” (Bottino 2009). Uma série de fatores
deve ser considerada em relagdo ao agravamento das le-
soes artriticas, como manejo e nutri¢ao deficiente, infeccdo
por agentes oportunistas e mesmo a infec¢do concomitante
por ambos os agentes (MS e ARV), provocando aumento na
severidade do quadro patolégico pela agdo sinérgica dos
mesmos (Kibenge et al. 1987).

Considerando o quadro clinico-patolégico e as perdas
econdmicas causas pelo MS e ARV em frangos de corte,
bem como a ocorréncia dos agentes nos plantéis avicolas
brasileiros, esse trabalho propds investigar as alteracoes
clinicas e anatomohistopatoldgicas causadas pela infecgio
experimental concomitante por Mycoplasma synoviae e Or-
thoreovirus aviario em frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Animais. Para a realizacdo do experimento foram utilizados
16 pintinhos de linhagem comercial para corte (fémeas e ma-
chos), com 10 dias de vida, alojados em aviario de experimenta-
¢do (Centro de Ciéncias Agroveterinarias, CAV-UDESC). Durante
0 experimento os animais receberam ragdo e agua ad libitum e
controle de luminosidade. Todos os procedimentos com animais
foram avaliados e aprovados pelo Conselho de Etica e Experimen-
tagdo Animal, CEUA/CAV/UDESC, sob Protocolo n21.31.11.

Infeccdo experimental com MS e ARV. Os animais foram ino-
culados com 8x10° CFU de MS da cepa MS-H através da via intra-
nasal e podal e 10*8 DICT50/0, 5ml de ARV cepa S1133, através
da via oral e podal.

Necropsia e obtencdo das amostras. Trinta dias apds a
infeccdo (d.p.i) foi realizada a eutanasia dos animais pelo méto-
do de deslocamento cervical seguido da necropsia e colheita de
fragmentos da traquéia, pulmdes/sacos aéreos, coragdo, sistema
digestorio, figado, bursa de Fabricius, bago, capsula articular/
membrana sinovial, tendao flexor digital, que foram alicotados e
conservados sob refrigeracdo e fixados em solu¢do tamponada de
formol 10%. Também foram coletados swabs do liquido sinovial
da articulagao tibio-tarso.

Processamento histopatolégico. Para o processamento his-
topatoldgico, as amostras de tecidos e 6rgdos foram fixadas so-
lucdo tamponada de formalina a 10%, em seguida incluidos em
parafina liquida, posteriormente cortados em micrétomo (5um),
corados com hematoxilina e eosina (H&E) e analisados em mi-
croscopio 6ptico (Mcmanus & Mowry 1965).

Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para reali-
zagdo da RIFI, fragmentos de traqueia, pulmao, coracgdo, figado,
tendao flexor digital e cdpsula articular/ membrana sinovial fo-
ram incluidos em Tissue-tek (OCT, Miles, USA), mantidos a -20°C
em seguida realizados os cortes (5pum) com criostato (Leica, CM
1100, Germany) e fixados com acetona gelada em laminas pré-
-tratadas com Poly-L-lisina® ( Quiagen Inc., Valencia, CA, USA),
submetidos a reativacdo antigénica, bloqueio, seguida marcados
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com anticorpos primario e secundario. Como anticorpo primario,
foram utilizados os anticorpos policlonais anti-ARV em camun-
dongos (cepa S1133 - MIP/UFSC, SC, Brasil) e anti-MS em coelhos
(Bcell, RS, Brasil). Como anticorpos secundarios foram emprega-
dos anticorpo anti- IgG de coelho marcados com Alexa Fluor 488
(A11008 - Invitrogen Inc., CA, USA) e anticorpo anti-IgG de camun-
dongo marcados com FITC (Invitrogen®). A leitura foi realizada
em microscépio de fluorescéncia (Olympus, mod. BX40).

Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para detecgao
do MS e ARV. Para a extragdo do RNA do ARV foi utilizado o mé-
todo do Trizol® (Invitrogen Inc., CA, USA) seguindo o protocolo
do fabricante. Para a extragdo do DNA do MS foi realizado pro-
tocolo conforme descrito por Fan et al. (1995). A fim de obter o
cDNA (DNA complementar) do ARV realizou-se antes a técnica de
transcripitase reversa (RT-PCR). O ensaio de PCR para a detecgdo
do ARV foi realizado utilizando iniciadores para um sequencia do
gene S1, permitindo um produto de amplificagcdo de 532pb, con-
forme descrito por Xie et al. (1997). A detec¢do do MS nos teci-
dos através da técnica de PCR, foi realizada segundo Lauerman
(1998), utilizando iniciadores para o gene 16S do rRNA, que am-
plificam uma produto de 207pb. A eletroforese com os produtos
de amplificacdo foi realizada em gel de agarose a 1,5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 16 frangos apresentaram dificuldade de locomo-
¢do 30 dpi, apatia, além de aumento de volume da regido da
articulagio tibiotarsica e presenca de edema. Na necropsia
foi possivel observar diferentes graus de artrite, grande fra-
gilidade 6ssea evidenciada pela fratura do fémur durante a
desarticulagdo coxo-femural e aumento do liquido sinovial.

Através dos ensaios de RIFI e PCR foi detectado presen-
¢a simultdnea do ARV e MS na articulacdo tibiotarsica de
todos os animais (Quadro 1). A RIFI sugere a co-localizagao
dos agentes, demonstrando a associacdo destes nos casos
de artrites, sendo o ARV principalmente associado a super-
ficie de fibroblastos da camada externa da membrana sino-
vial e tenddo flexor digital e o MS na superficie interna da
capsula articular, na membrana sinovial, junto ao endotélio
vascular. Na infec¢do por MS ou ARV, a resposta imune me-
diada por células desempenha um papel fundamental na
imunopatologia da doenga, principalmente com relagio

Quadro 1. Deteccdo de MS e ARV e presenca de lesdes
histopatolégicas nos diferentes 6rgao/tecidos na infecciao
experimental mista de frangos de corte com MS (8x105
CFU - cepa MS-H) e ARV (10*2 DICT50/0, 05 ml- cepa s1133)

Lesdes
histopatolégicas*

Orgao/tecidos Mycoplasma  Orthoreovirus
synoviae aviario

PCR  RIFI PCR  RIFI

Pulmao +H¥ + SRR NR** NR
Traquéia + + + NR NR
Sacos aéreos + + NR NR NR
Coracgao + - NR - -
Baco + - NR + NR
Figado + - - + +
Proventriculo + - NR - NR
Bursa de Fabricius - NR NR NR NR
Capsula articular/ + + + + +
Membrana sinovial
Tendao flexor digital + - - + +
Liquido sinovial NR + NR - NR

* Cortes de tecido embebido em parafina (5pm) corados hematoxilina e
eosina (HE) avaliados em microscopio dptico. ** (+) Positivos ; *** (-)
Negativo; **** NR = Nao realizado.

as lesdes artriticas (Kibenge et al. 1987, Senties-Cué et al.
2005) devendo ser considerada a agao sinérgica dos dois
agentes na infecgcdo mista (Kibenge et al. 1987), visto que
ARV (Ni & Kemp 1995) e MS (Senties-Cué et al. 2005) estdo
associados a quadros de imunossupressao. A exemplo do
que ocorre em outras infec¢gdes onde a patologia é agravada
pela co-infecgdo por agentes imunossupressores, quadros
gravissimos podem ocorrer nos casos de infeccdo mista
envolvendo ARV e/ou MS e o virus da doenca infecciosa
da bursa (IBDV) que causa severa imunodepressdo nos
animais (Moradian et al. 1990, Senties-Cué et al. 2005). A
persisténcia do ARV nos tenddes esta relacionada a idade
em que ocorre a infec¢do, permanecendo por um periodo
mais longo quando a infec¢do ocorre em pintinhos de um
dia (Jones & Georgiou 1984).

Usando a coloragdo convencional de hematoxilina-eosi-
na (HE), foi possivel observar o efeito histopatolégico da
infeccdo mista com MS e ARV nos diferentes érgios/teci-
dos (Quadro 2). Todos os animais apresentaram quadro de
artrite e tenossinovite caracterizado pela presenca de in-
filtrado inflamatoério linfohistiocitario difuso com presenca
de heterofilos na capsula articular e tenddo flexor digital
(Fig.1e,f). Na capsula ainda observou-se leve hiperplasia
das células sinoviais. Este padrao lesional pode ser obser-
vado tanto na infec¢do pelo ARV (Ni & Kemp 1995, Vascon-
celos et al. 2001a), quanto pelo MS (Lockaby et al. 1998). E
importante considerar que o ARV e o MS causam uma do-
enca progressiva com carater cronico, levando a alteragdes
graves das estruturas da articulacdo. Lesdes mais graves
como erosdo da cartilagem articular pode nao ter sido ob-
servado neste estudo devido ao curto periodo de infecgao.

A presenca de infiltrado inflamatério mononuclear pe-
ribronquial difuso com presenca de células gigantes na pa-
rede alveolar dos pulmdées (Fig.1c, d) e infiltrado linfocitico

Quadro 2. Lesdes histopatolégicas nos diferentes 6rgao/
tecidos na infeccdo experimental mista de frangos de corte
com MS (8x10°CFU - cepa MS-H) e ARV (10*¢ DICT50/

0, 05 ml- cepas1133)

Achados histopatolégicos*

Orgios/tecidos

Tendao flexor digital Infiltrado linfohistiocitario difuso, com presen-

¢a de heterdfilos.

Articulagdes tibiotarsica Infiltrado inflamatério linfohistiocitario difuso

moderado com presenca de heterofilos.

Leve hiperplasia, com a presenca de intenso in-

filtrado linfohistiocitario difuso com presenga

de heterdéfilos.

Infiltrado linfocitico difuso na regido da muco-

sa.

Infiltrado inflamatério mononuclear peribron-

quial difuso com presenca de células gigantes

na parede alveolar.

Infiltrado linfocitico.

Infiltrado linfohistiocitario intenso principal-

mente no espago porta e presenca de heterd-

filos. Alguns casos de necrose hepdtica focal.

Bacgo Necrose folicular em graus variaveis com hiper-
plasia esplénica reacional.

Capsula articular

Traquéia

Pulmdes

Sacos aéreos
Figado

Pericardio/coragao Presenca de infiltrado inflamatério mononuclear
difuso.

Proventriculo Infiltrado inflamatério mononuclear leve na sub-
mucosa.

Bursa de Fabricius Auséncia de lesoes.
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Fig.1. Andlise dos

difuso na mucosa da traquéia é compativel com o quadro
patolégico causado pela infecgdo por MS (Kleven 1997,
Lockaby et. al. 1998). Neste experimento, pode ser confir-
mado pela detec¢do do MS na traquéia e pulmdes através
da PCR (Fig.2a) e RIFI, corroborando com (Morrow et al.
1990, Lockaby et al. 1998, Senties-Cué et al. 2005). Apesar
do ARV nido ter sido detectado nestes tecidos, ndo exclui
sua atividade em uma fase inicial da infecgdo, que poderia
de alguma forma contribuir para o agravamento das lesoes
causadas pelo MS (Rosenberger & Olson 1997). A presenca
de infiltrado inflamatério mononuclear no proventriculo,

2000pb

500pb

100pb

e - -
1 de frangos de corte com MS (8x10°CFU - cepa

0 experimenta
DICT50/0, 05 ml- cepa s1133). (a,b) Pericardio com severo infiltrado inflamatério heterofilico e presenca de células mononuclear.
(c,d) Pulmao com intenso infiltrado inflamatdério mononuclear difuso e presenca de células gigantes (seta). (e,f) Capsula articular
com intenso infiltrado linfo-histiocitario difuso e presenca de heteréfilos. Cortes 5um, coloragdo HE, obj.10x, figuras superiores e
40x, figuras inferiores.

500pb

100pb

Carolina Reck et al.

& s LY
MS-H) e ARV (10*#

caracterizando um quadro de proventriculite, possivel-
mente esta associado a via de inoculacdo (via oral) do ARV
(Rosenberger & Olson 1997, Lenz et al. 1998).

Infiltrado linfohistiocitario intenso principalmente no
espaco porta e presenca de heteroéfilos foi observado no fi-
gado, além de pontos de necrose hepatica focal em 43,75%
(7/16) dos frangos. Possivelmente estas lesdes estdo asso-
ciadas a replicacdo do ARV que atinge o figado, replica-se
nos hepatocitos, provocando degeneragdo vacuolar e ne-
crose (Jones et al. 1989, Ni & Kemp 1995, Vasconcelos et
al. 2001b). Os resultados da RIFI e PCR (Fig. 2b) confirmam

2000pb

Fig.2. Detecgdo através da PCR de MS e ARV nos diferentes 6rgdo/tecidos na infeccdo experimental mista de frangos de corte. (a) Ampli-
ficagdo 207pb do gene 16S rRNA do MS: M1 e M2 = amostras clinicas positivas para MS. (b) Amplificacdo 532pb do gene S1 do ARV:
A1, A2 = amostras clinicas positivas para ARV; Mm = marcador de massa molecular 100pb; Cp = Controle positivo. Cn = Controle

negativo. Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio.
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esta intima associagdo do quadro lesional com a infec¢do
por ARV. Mesmo assim, é importante salientar que em ca-
sos de infec¢do sistémica por MS é possivel observar dis-
creto infiltrado inflamatério hepatico (Lockaby et al. 1998).

A presenca de necrose folicular em graus varidveis com
hiperplasia esplénica reacional, juntamente com a detec-
¢do do ARV pela PCR, sugere a associagdo dos achados com
a infeccdo pelo ARV. O bago é um 6rgdo primario para mul-
tiplicacdo do ARV, permitindo o re-isolamento viral a partir
do tecido esplénico um dia apds infeccdo experimental de
frangos (Jones et al. 1989). Além disso, pode ser observada
necrose dos foliculos linféides no baco uma semana apos a
inoculagdo (Vasconcelos et al. 2001b).

Apesar de observarmos lesdes no pericardio (Fig.1a,b),
nenhum dos agentes (MS/ARV) foi detectado no tecido car-
dfaco pelo RIFI e PCR. Lesdes no miocardio e pericardio é
uma achado freqiiente em infeccdo pelo ARV (Ni e Kemp
1995, Rosenberg & Olson 1997, Vasconcelos et al. 2001b),
entretanto, ndo se descarta acdo do MS nesses tecidos (Lo-
ckaby et al. 1998).

A auséncia de lesGes na Bursa de Fabricius (Quadro 2),
também relatada por Vasconcelos et al. (2001b), pode estar
associado ao periodo de infec¢do, pois é possivel observar
lesdes na Bursa principalmente na primeira semana apos a
infeccdo pelo ARV, sendo mais severo na segunda semana
da infecgdo (Ni & Kemp 1995).

0 quadro clinico-anatomohistopatolégico da infecg¢ao
mista de frangos de corte por MS/ARV pode representar
um problema sanitario, aumentando as perdas na produ-
¢do. Com base nas lesdes observadas e nos dados da lite-
ratura, sugere-se a associacao concomitante por MS e ARV,
considerando-se a possivel acdo sinérgica dos mesmos no
agravamento das lesdes.
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