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RESUMO

A avicultura industrial é uma importante atividade econémica no Brasil. O
ortoreovirus aviario (ARV, avian orthoreovirus), pertencente a familia Reoviridae, género
Orthoreovirus, causa prejuizos no mundo todo e tem sido alvo de pesquisas em diversos
paises. A artrite/tenossinovite em frangos de corte € uma das principais formas de
apresentacdo e causa de altos indices de condenacdes ao abate. Falhas nas vacinas
convencionais e 0 aumento da taxa de diagndsticos nos Gltimos cinco anos sugerem o
surgimento de cepas patogénicas em todo o mundo. Esse estudo foi realizado a partir de
amostras de membros pélvicos, provenientes de um abatedouro de frangos de corte do
Brasil, com indices de condenacao que variaram de 5 a 60%. A idade de abate das aves era
de 22 a 28 dias, e ndo houve correlagcdo entre sexo. As aves ndo possuiam imunidade
passiva, pois as matrizes ndo eram vacinadas. Foram avaliadas as alteracbes macroscopicas
e histopatologicas, realizada a deteccdo e analise filogenética dos ARVs envolvidos nos
quadros de tenossinovite, bem como exame bacterioldégico. Ao exame macroscépico foi
observado em todas as aves aumento de volume, edema, hemorragias e ao corte havia
exsudado seroso entre os tenddes e a articulacdo. Apesar de similares, as lesdes
apresentavam diferentes graus de intensidade dentro dos lotes. As alteracdes histoldgicas
consistiram de hiperplasia das membranas sinoviais associada a infiltrado inflamatério
misto. Observou-se necrose de fibras musculares, bem como reabsorcdo de fibras e
infiltrado mononuclear a misto. Nos tenddes, além do infiltrado inflamatdrio proveniente
dos musculos adjacentes, foi observada a formacdo de agregados linfoides. No tecido
subcutéaneo, havia infiltrado inflamatério misto, hemorragia e deposicéo de fibrina. O RNA
viral foi detectado em todas as cinco amostras testadas através de RT-PCR. A
genotipagem, seguida de andlise filogenética, foi realizada pelo sequenciamento do gene
Sigma C, sendo quatro cepas agrupadas na linhagem Il e uma cepa na linhagem V. Todas
as amostras foram negativas no exame de PCR para Mycoplasma synoviae e Mycoplasma
gallisepticum, e no cultivo bacteriano ndo houve crescimento significativo. Estes
resultados demonstram a epidemiologia, os achados macroscopicos e microscopicos das
lesbes de tenossinovite associadas a presenca de cepas de ARVs diferentes das cepas
vacinais, destacando a ocorréncia de cepas patogénicas em criacdes de frango de corte no
Brasil.

Palavras—chaves: frango, orthoreovirus, artrite



ABSTRACT

Poultry farming is an important economic activity in Brazil. Avian orthoreovirus
(ARV) belongs to the Reoviridae family, and it Orthoreovirus has been causing extensive
economic losses worldwidely. Thus, it has been the aim of research in several countries.
ARV related arthritis and tenosynovitis in broiler chickens is one of the main clinical
presentations, which is also often associated to the increasing number of slaughters
condemnation. In the last five years, the failure in coverage by the conventional vaccines
and the increasing rate of disease diagnosis has suggested that pathogenic strains are
emerging worldwidely. This study was performed analyzing pelvic limbs tissue samples
from broiler chickens at a brazilian slaughterhouse, which had varying condemnation
rates from 5 to 60%. The birds had an age range of 22-28 days-old, and there was no
correlation between sex. As the breeders were unvaccinated, the broilers did not have any
passive immunity to this agent. Gross and microscopic changes were evaluated, as well as
the detection and phylogenetic analysis of the ARVs involved in tenosynovitis, in addition
to the bacteriological examination were carried out. Grossly, all birds had an increase in
volume, edema, and hemorrhages, and on the cut surface a serous exudate was found
between the tendons and hock joint. Although lesions were similar, there were distinct
degrees of lesion intensity among the different lots. Histologically, there was hyperplasia
of the synovial membranes associated to a mixed inflammatory infiltrate. There was also
necrosis of the muscle fibers, as well as myofiber reabsorption, and a mononuclear to
mixed inflammatory infiltrate. The tendons had, in addition to an inflammatory infiltrate
originating from the adjacent muscles, formation of lymphoid aggregates. The
subcutaneous tissue presented a mixed inflammatory infiltrate, hemorrhage, and fibrin
deposits. ARVs RNA was detected in five tested samples by a real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR). Genotyping, followed by phylogenetic analysis, was performed by
sequencing the Sigma C gene. Four strains were grouped in lineage Il, and one strain in
lineage V. All samples were negative in the PCR test for Mycoplasma synoviae and
Mycoplasma gallisepticum. Bacterial culture yielded no significant growth. These results
evidenced the epidemiology, the gross, and the microscopic findings related to
tenosynovitis lesions, which are associated to the presence of ARVs strains distinct from
the vaccine strains. Thus, these results highlighted that pathogenic strains of ARV occurs
in broiler chickens in Brazil.
Key words: poultry, orthoreovirus, arthritis
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1. INTRODUCAO

Dados publicados pela Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA 2018)
demonstram que, no ano de 2017, a producdo brasileira de carne de frango foi de 13,5
milhGes de toneladas, o que coloca o Brasil como o segundo maior produtor do mundo.
Desde o ano de 2004, o Brasil passou a ser 0 maior exportador deste produto, e a Regido
Sul do pais é responsavel por mais de 75 % das exporta¢fes nacionais. Entre os produtos
de exportacdo para os paises do Oriente Médio, estd o frango tipo “griller”, produzido a
partir de aves com idade de abate até trinta dias e um peso medio de 1,400 Kkg.

A avicultura emprega mais de 3,6 milhGes de pessoas, direta e indiretamente, e
responde por quase 1,5 % do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. O setor de frangos de
corte é composto, predominantemente, por produtores integrados, que trabalham junto a
empresas beneficiadoras e exportadoras.

No Brasil, tem-se o0 frango como tipo de carne mais consumida desde 2006, e
também como principal responsavel pelo incremento do consumo per capita de carne da
populacdo (USDA, 2011). No que tange ao comércio interno da carne de frango, 29 % é
realizado a partir da venda da carcaga inteira. As condenacges parciais e totais de carcacgas
sdo responsaveis por importantes perdas produtivas na cadeia avicola (ABPA 2018).

O desafio sanitario da avicultura industrial aumenta proporcionalmente com a
producdo e 0 manejo intensivo, jA que as aves estdo alojadas em altas densidades,
favorecendo a disseminacdo de doencas (GIMENO, 2009). A coleta de dados e materiais
junto ao abate sanitario constitui uma importante ferramenta para 0 monitoramento e
estudo das criaces comerciais (ANSONG-DANQUAH, 1987). Dentre as principais
causas de condenacfes post mortem, estdo as relacionadas ao sistema locomotor, nas quais
se incluem as artrites e tenossinovites infecciosas (ARMENDARIS, 2006).

Nos frigorificos, a inspecdo das carnes para consumo € realizada pelo Departamento
de Inspecgdo Federal (DIF), bem como pelos érgdos de fiscalizagdo estaduais e municipais.
A avaliacdo é realizada por linhas de inspecdo, a condenacao de lesdes por artrite ocorre na
linha C, durante o exame externo. De acordo com critérios preestabelecidos, qualquer
6rgédo ou outra parte da carcaga que estiver afetada por um processo inflamatério devera
ser removido e, se existir evidéncia de carater sisttmico do problema, a carcaca e as

visceras na sua totalidade deverdo ser condenadas (BRASIL 1998).



Além das condenacdes, as artrites infecciosas acarretam em diminui¢cdo do ganho de
peso, piora na conversdo alimentar e eliminacdo de animais antes mesmo do momento do
abate (JORDA et al., 2001). Dentre os principais agentes envolvidos nas lesdes articulares,
estdo algumas bactérias e virus. As lesdes da artrite viral/tenossinovite, causadas pelo
reovirus aviario (ARV, avian reovirus) ndo apresenta sinais clinicos caracteristicos e
algumas alteracdes articulares podem ser semelhantes a lesbes causadas por agentes como
Mycoplasma synoviae, Staphylococcus sp. e outras bactérias, ou até mesmo ser causado
por uma associacao destes agentes (KINBENGE et al., 1982).

Além da tenossinovite, estirpes patogénicas de ARV podem causar diferentes
sindromes em aves comerciais. A importancia das infeccdes causadas por este virus varia
conforme o sistema de criacdo e a prevaléncia das cepas (JONES, 2000). Alguns estudos
buscaram determinar o impacto econémico deste patdgeno. Devido a escassez de dados, as
perdas ndo podem ser calculadas com exatiddo, mas mesmo as perdas estimadas podem ser
substanciais (DOBSON; GLISSON, 1992).

O ARV embora muito descrito ao longo de quarenta anos, foi pouco relatado nos
anos noventa (JONES, 2008). Contudo, atualmente, tem causado prejuizos no mundo todo
e tem sido alvo de pesquisas em diversos paises (MOR et al., 2013; KORT et al., 2015; LU
et al., 2015; ZHONG et al., 2016; PALOMINO-TAPIA et al., 2018; MANSOUR et al.,
2018).

Considerando que a reproducdo experimental das condi¢des clinicas da infeccdo
por ARV ¢é praticamente impossivel (JONES, 2008), a utilizacdo de amostras provenientes
de abatedouro séo de extrema importancia para o estudo da enfermidade em frangos de
corte. Nossos resultados demonstram a epidemiologia, macroscopia e microscopia das
lesbes de tenossinovite associadas a presenca de cepas de ARVs diferentes das cepas
vacinais, destacando a ocorréncia de cepas patogénicas em criacdes de frango de corte no

Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descricdo anatdmica da articulagéo tibiotarsica

O maior nimero de casos de artrite viral esta relacionado a articulacéo tibiotarsica
quando comparado as demais articulagdes (JONES; GUNERATNE, 1984c; DOBSON;
GLISSON, 1992). Esta é formada pela porcdo distal do osso tibiotarso, que possui condilos
proeminentes, e depressdes para a inser¢do dos ligamentos colaterais da articulacdo em
ambos os lados das extremidades. Unindo-se a extremidade distal do tibiotarso, esta a
extremidade proximal do osso tarsometatarso, composta pelas cotilas interna e externa,
plantarmente encontram-se ainda, uma série de cristas calcaneas que formam canais
tendinais para os tendGes dos dedos, esta area € citada como hipotarso (FEDUCCIA,
1986).

Compde a articulacdo tibiotarsica (llustracdo 1), as cartilagens, as aponeuroses e
tenddes dos mausculos: fibular longo, fibular curto, tibial cranial, musculos flexores
digitais, gastrocnémio, extensor digital longo e flexor digital longo. Revestindo as
cartilagens articulares, estdo as celulas sinoviais e o liquido sinovial, revestindo

externamente a articulacéo esta a capsula articular e a pele (DE VANDEN BERGE, 1986).
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llustracdo 1. Membro pélvico esquerdo: Mdsculos superficiais e tendbes do tetraz azul
(Dendragapus obscurus) vista lateral e vista medial (Adaptado: DE VANDEN BERGE,
1986).

2.2 Historico e panorama atual

Entre as diferentes apresentagdes clinicas causadas pelo ARV estdo, a artrite viral, a
doenca respiratoria, quadros de imunossupressdao e sindrome da méa absorcdo com
diminuicdo do desenvolvimento. As aves também podem apresentar infeccdes subclinicas
do agente (ROSENBERGER, 2003). A primeira descri¢cdo do reovirus ocorreu no México
e nos Estados Unidos da América (EUA), no ano de 1950, os isolados foram obtidos a
partir de mamiferos sem apresentacdo de sinais clinicos. Tal situacdo deu origem a
denominacdo: “REO” que provém das letras iniciais de “Respiratory and Enteric Orphan
viruses” (SABADIN, 1959).

Em frangos a deteccdo do ARV ocorreu a partir de casos de tenossinovite ndo

compativeis com lesdes bacterianas, e depois de ser denominado como “agente da atrite
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viral” foi finalmente identificado como um reovirus (OSLON; KERR, 1966; OSLON;
WEISS, 1972).

No Brasil, o agente foi isolado pela primeira vez, a partir de casos de artrite em
frangos de corte e em galinhas de postura (BOTTINO et al., 1975). Em estudos prévios,
diferentes cepas foram identificadas nas fezes de aves que apresentavam alteracdo de
consisténcia das fezes (TAMEHIRO et al., 2003).

No estado do Rio Grande do Sul, em estudo abrangendo algumas criacGes de aves
de fundo de quintal, mais de oitenta por cento destas propriedades apresentou anticorpos
para o agente, o que demonstra a circulagdo do ARV neste tipo de criacdo, que néo utiliza
vacinacdo (SANTOS et al., 2008). No estado de Santa Catarina, 0 ARV foi identificado em
associacdo com outros agentes a partir de amostras de lesdes articulares de matrizes e
frangos de corte, provenientes de abatedouros (RECK, 2011). Em uma pesquisa de campo
no estado de Minas Gerais, a identificacdo de uma cepa similar a estirpe vacinal S1133. A
identificacdo ocorreu em lotes de aves assintoméaticas e em aves com claudicacdo e
crescimento desuniforme (RIOS et al., 2012).

Embora o envolvimento do agente em quadros de artrite em frango de corte, tenha
sido relatado ao longo de muitos anos, este parece ser um problema atual em diversos
paises (MOR et al., 2013; TROXLER et al., 2013; KORT et al., 2015; LU et al., 2015). A
importancia das infeccGes por reovirus, em todo o mundo, varia muito de regido para
regido. As razdes para isso ndo sdo claras, mas provavelmente se relacionam com a
densidade das criagbes, com isolamento geografico e com a prevaléncia de cepas
patogénicas (JONES, 2000).

2.3 Etiologia

O ARV pertencente a familia Reoviridae, género Orthoreovirus. E um virus RNA
de dupla-fita (double-stranded-RNA; dsRNA), segmentado, envolto por um capsideo duplo
de natureza proteica e simetria icosaédrica, com cerca de 80nm de diametro. O genoma
consiste de dez segmentos de RNA, agrupados em trés classes, de acordo com o tamanho:
trés grandes (Large- L1, L2 e L3), trés médios (Medium- M1, M2 e M3); e quatro
pequenos (Small- S1, S2, S3 e S4) (MARTINEZ-COSTAS et al., 1997; BENAVENTE;
MARTINEZ-COSTAS, 2007).
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As proteinas codificadas pela classe L sdo denominadas lambda (), as codificadas
pela classe M sdo denominadas mi (), e proteinas codificadas pela classe S sdo
denominadas sigma (o). Esses segmentos codificam pelo menos oito proteinas estruturais
(Aa, Ab, AC, uA, uB, oA, oB e oC) e quatro proteinas ndo estruturais (UNS, P10, P17 e
oNS) (BENAVENTE; MARTINEZ-COSTAS, 2007). O capsideo externo proteina B esta
relacionado a entrada viral na célula do hospedeiro (O’HARA, et al., 2001), enquanto que,
a proteina capsidial externa oC ¢é uma proteina de ligacdo celular (GRANDE;
BENAVENTE, 2000) assim como a 6B (WICKRAMASINGHE et al., 1993). Dentre as
inimeras atividades relacionadas as proteinas ndo estruturais esta a formacao de sincicios,
aumento da permeabilidade da membrana celular, autofagia e apoptose (SHMULEVITZ;
DUNCAN, 2000, CHI et al., 2013).

Caracteristica dos virus RNA, a mutacdo de ponto é relativamente comum no ARV.
O mecanismo de surgimento de novas cepas ocorre quando segmentos do genoma se
recombinam ou sofrem mutagfes (JONES, 2000). Estas novas cepas podem surgir a partir
de linhagens cocirculantes, a proteina viral que mais apresenta variagdo é a oC, em
decorréncia da forte pressdo imunoldgica que sofre, por ser uma das porcdes responsaveis
pela estimulagdo da producdo de anticorpos no hospedeiro (LIU et al., 2003,
GOLDENBERG et al., 2010, ATTOUI 2011).

Através da comparacdo da similaridade das sequencias do gene oC sio realizadas
as classificacdes de linhagens (KANT et al., 2002; LIU et al., 2003; LU et al., 2015). Os
estudos mais recentes classificam os RAs em seis linhagens filogenéticas distintas (I até
VI) (LIU et al., 2003; LU et al., 2015)

2.4 Epidemiologia

O virus estda amplamente distribuido na natureza e pode causar diferentes
sintomatologias clinicas em diversas espeécies, dentre elas perus (MOR et al., 2013; LU et
al., 2015), faisbes (CURTIS et al., 1992), gansos (PALYA et al., 2003) e psitacideos
(SANCHEZ-CORDON et al., 2002). Os frangos, parecem ser 0s mais susceptiveis aos
quadros de artrite. Embora a doenca clinica ocorra em aves silvestres a importancia destas

aves como reservatorio ndo é bem estudada (JONES, 2000).
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A infeccdo por ARV pode ocorrer de forma horizontal, por contaminagéo fecal-
oral, e nestes casos pode se disseminar rapidamente (JONES; ONUNKWO, 1978), no
interior do incubatdrio tem sido discutida como importante forma de disseminacdo da
doenca (TROXLER et al., 2013). A via respiratdria constitui uma porta de entrada para o
agente, mas parece ser menos importante.

A infeccdo via vertical, embora menos relatada, estd comprovada devido a
capacidade de permanéncia do virus no ovario e no oviduto das reprodutoras (DOBSON;
GLISSON, 1992; AL-MUFFAREJ; SAVAGE; JONES 1996; MANSOUR et al., 2018).
No caso da artrite, as lesdes podem se desenvolver a partir de lesdes de pele e no coxim
plantar (JONES, 2000).

A lesdo articular por ARV parece ser idade dependente, portanto aves jovens
demonstram ser mais susceptiveis e apresentam lesdes mais acentuadas, independente da
via de infeccdo (JONES; GEORGIOU, 1984, ROESSLER, 1989). Aves comerciais
inoculadas com isolados de &guia e pato apresentaram lesGes articulares, demonstrando a
possibilidade de transmissdo do agente entre espécies (JONES; GUNERATNE, 1984c).
Tang et al. (2016) demonstraram a primeira co-infeccdo natural de duas variantes de ARV
em frangos de corte, fornecendo evidéncias cientificas de que multiplas cepas podem estar
ao mesmo tempo na mesma ave e favorecer o surgimento de novas variantes.

Quando a infeccdo ocorre por via horizontal, pode levar até sete semanas para o
aparecimento dos sinais clinicos (JONES; ONUNKWO, 1978). Apo6s a infecgdo, o virus
pode permanecer nos tecidos por até trinta e trés semanas (ROESSLER 1989), sendo esta
persisténcia mais prolongada em animais infectados com menos de uma semana de idade
(JONES; GEORGIOU, 1984).

Nas diferentes formas de apresentacdo da enfermidade a mortalidade tende a ser
baixa, chegando a 80% em cepas com maior patogenicidade, contudo a morbidade pode
atingir 100% o que acarreta em diminuicdo de consumo, consequente diminuigdo do ganho
de peso e da resisténcia a doencas (ROSENBERG et al., 1989; AWANDKAR et al., 2012).

Quanto a susceptibilidade de ragas e linhagens, as aves pesadas, como os frangos de
corte, tendem a ser mais susceptiveis quando comparadas as aves leves. Esta
susceptibilidade ja foi determinada de forma experimental (JONES; KIBENGE, 1984b) e
pelo maior nimero de relatos nestas aves (DE HERDT et al., 2008) em comparagdo com

os relatos de ocorréncia em aves de postura comercial (DE GUSSEM et al., 2010).
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Considera-se ainda, que as aves de poedeiras tendem a apresentar completa recuperagao
pos infeccdo, 0 que ndo é observado em frangos de corte (DE GUSSEM et al., 2010).

2.5 Patogenia

O periodo de incubacdo varia com a cepa e a condi¢do do animal no momento da
infeccdo. Estudos experimentais mostram que apds uma semana de inoculagéo, lesdes ja
podem ser observadas nas articulacbes (CLARK et al., 1990, VASCONCELOS et al.,
2001).

A replicacdo viral pode ocorrer tanto na mucosa do trato respiratorio quanto na do
digestorio, a viremia ocorre entre 24 a 48 horas com disseminacdo do agente para oS
demais tecidos (VASCONCELOS et al., 2001b). Mesmo quando causada por uma cepa
com afinidade pelo tecido articular, estudos mostram que nos estagios iniciais da infecgéo,
0 virus esta distribuido em diversos tecidos e seu principal local de replicacdo é o trato
digestorio (ELLIS et al., 1983; KINBENGE et al., 1985; JONES, 2000; VASCONCELOS
et al., 2001b). No entanto na articulacdo tibiotarsica as consequéncias da replicacao
parecem ser mais graves (JONES,2000).

O tropismo tecidual do ARV esté relacionado a mutagdes no segmento genémico S1,
que codifica a proteina cC (MEANGER et al., 1999). Esta proteina foi identificada como a
proteina de ligacao celular, tendo em vista que foi o Unico polipeptideo viral de extratos de
células infectadas que demonstrou capacidade de se ligar especificamente a fibroblastos de
embrio de galinha (MARTINEZ-COSTAS et al., 1997).

A capacidade do virus de se replicar nos macréfagos e inibir a sua atividade
fagocitaria pode ser a principal causa da ocorréncia de infeccdes bacterianas secundarias
(MILLS; WILCOX, 1993, CHEN et al., 2015). Contudo esta capacidade varia de uma cepa
para a outra, sugerindo que nem todas as infeccdes por ARV podem estar acompanhadas
de infeccOes bacterianas (MILLS; WILCOX, 1993).

2.6 Sinais clinicos

Em casos de artrite viral, os sinais clinicos estdo relacionados a dificuldade de
locomogdo das aves (JONES; GEORGIOU, 1984, DE GUSSEM et al., 2010), estas
tendem a utilizar as asas como apoio (JONES; ONUNKWO, 1978). Também pode ser
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observada diminuicdo na taxa de crescimento e lotes desuniformes (TROXLER et al.,
2013). Na fase inicial da infeccdo, momento em que o virus se replica em diferentes
tecidos, as aves podem apresentar sintomatologia clinica relacionada aos 6rgéos afetados.
E dependendo da cepa outros 6rgdos podem ser acometidos concomitantemente a lesdo
articular (VASCONCELOS et al., 2001b).

Em aves infectadas experimentalmente por via oral os sinais clinicos tendem a ser
mais severos e inespecificos nos primeiros dias de vida, com o passar do tempo as aves
apresentam dificuldade em se locomover. J& aves adultas dificilmente apresentam sinais
clinicos. Na infecgdo por inoculagcdo no coxim plantar, os sinais clinicos associados ao
sistema locomotor tendem a aparecer de forma mais precoce (JONES; GEORGIOU,
1984).

Em matrizes que transmitiram o virus aos frangos de corte, nenhum sinal clinico e
nem mesmo diminui¢do de producdo parece ser observada, a infeccdo acaba por acarretar
em sinais clinicos apenas na progénie (DOBSON; GLISSON, 1992).

2.7 Achados macroscépicos

Em geral é observado um aumento de volume da articulacdo tibiotarsica, porém
muitas vezes, ndo sdo observadas lesGes macroscopicas externamente (JONES;
GEORGIOU, 1984; TROXLER et al., 2013). A presenca de areas multifocais de
hemorragia nas estruturas articulares pode conferir uma coloragdo “esverdeada” a
articulacdo. Ao corte, sdo observados edema e exsudato seroso amarelado entre os tendbes
e a articulacdo do jarrete (JONES; ONUNKWO, 1978).

ErosGes na cartilagem articular e necrose da cabeca do fémur podem ser causadas
por determinadas cepas e em quadros clinicos com evolucdo crbnica (JONES;
ONUNKWO, 1978; JONES; GUNERATNE, 1984c; DE HERDT et al., 2008). Rupturas
do tenddo gastrocnémio podem ser observadas em linhagens pesadas, em decorréncia de
um enfraquecimento da estrutura do tenddo (JONES; ONUNKWO, 1978; TROXLER et
al., 2013).

Em casos de associacdo com outros agentes a lesdo inicial pode ser sobreposta por
deposicdo de material caseoso, de consisténcia firme e coloragdo amarelada, o que indica
infeccOes bacterianas secundérias (KINBENGE et al., 1982).
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2.8 Achados microscopicos

As alteracdes histopatoldgicas podem variar de acordo com a cepa envolvida
(JONES; GUNERATNE, 1984c), mas principalmente com a idade dos animais
acometidos, sendo geralmente acentuada em animais jovens e mais discreta em animais
mais velhos (ROESSLER, 1989). Contudo, o tipo celular e 0 padrdo de leséo nédo diferem
entre cepas, apenas em relacdo ao tempo de aparecimento de cada lesdo e evolugdo das
mesmas (JONES; GUNERATNE, 1984c).

Na fase aguda da infeccdo, ha predominio de hetero6filos e macréfagos no tendao
gastrocnémio e na membrana sinovial. Com a cronicidade do processo inflamatério, estas
tendem a ser substituidas por linfécitos e plasmaocitos (JONES; GUNERATNE, 1984c;
ROESSLER, 1989; VASCONCELOS et al., 2001). As células das membranas sinoviais
tendem a se tornar hiperplasicas, formando vilosidades, nédulos linfoides podem se formar
nos tecidos tendineos, que com a evolucdo da lesdo tendem a apresentar proliferacdo
fibroblastica (JONES; ONUNKWO, 1978; ROESSLER 1989; VASCONCELOQOS et al.,
2001; TROXLER etal., 2013).

A ruptura do tenddo gastrocnémio e a erosdo da cartilagem articular depende,
essencialmente, da idade da ave, cepa envolvida, forma de infecgéo, peso da ave e tempo
de evolucdo (JONES; GEORGIOU, 1984, HILL et al., 1989; TROXLER et al., 2013).
Associados as lesdes articulares, infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear e
necrose podem ser observados em 6rgdos como figado, coracdo, baco e Bursa de fabricius
(JONES, 2000).

2.9 Diagndstico

Os ARVs sdo considerados virus de fécil cultivo celular, podendo causar pouca ou
nenhuma lesdo, deve-se estar atento a outros fatores no momento de considera-los a causa
de lesOes articulares (ROSENBERG et al., 1989; JONES, 2008). A associacdo de mais de
uma prova diagnostica parece ser a melhor opcdo quando se suspeita de artrite viral (DE
HERDT et al.,, 2008). Os sinais clinicos da lesdo articular por ARVs ndo séo
patognomonicos, podendo ser similares aos causados por outros agentes ou por uma

associacdo dos mesmos (JONES, 2000).
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O exame histopatoldgico é uma importante ferramenta, na fase inicial da infeccéo
as lesbes podem se assemelhar as causadas por Staphylococcus aureus, ou até mesmo
podem estar sobrepostas (KINBENGE et al., 1982). A presenca de lesdo nos tenddes e o
infiltrado de heterdfilos no coracdo pode auxiliar no diagndstico diferencial de infecgdes
por reovirus de outros agentes (JONES, 2008). Com a evolucdo do quadro o infiltrado
inflamatorio se torna predominantemente mononuclear, facilitando o diagnostico (HILL et
al., 1989). A imunofluorescéncia embora uma boa ferramenta para a identificacdo do
agente nas lesGes, so é eficaz nas fases iniciais da infeccdo (JONES, 2000).

A prova de isolamento viral tem sido denominada como “padrdo ouro” para o
diagnostico (JONES, 2000), contudo, o virus pode ser isolado sem lesdes associadas, e
individuos com lesdes acentuadas podem ser negativos. A incapacidade de re-solubilizar o
virus, pode explicar as taxas relativamente baixas de isolamento viral de casos naturais de
tenossinovite. O ndo isolamento pode ocorrer também, devido a forte resposta mediada por
células de alguns individuos, que eliminam o agente rapidamente, ou o virus se torna
indisponivel, pela formacdo do complexo antigeno-anticorpo (JONES et al. 1981,
KIBENGE et al. 1982).

O isolamento a partir de amostras de tecidos articulares macerados tende a ser a
melhor opg¢do quando em comparagdo com 0s suabes. Em casos de infec¢cbes com quadro
de evolugdo mais prolongado, as chances de sucesso aumentam com amostras da
cartilagem articular (JONES; GEORGIOU, 1984d). O isolamento a partir das articulacdes
pode ser considerado diagndstico, o mesmo ndo ocorre quando isolado do trato
gastrointestinal, pois 0 agente tende a estar disseminado neste local (JONES. 2000). Em
aves que se recuperaram de infeccdo experimental, o virus pode permanecer nas
articulacGes por pelo menos treze semanas (JONES; ONUNKWO, 1978).

O diagnostico molecular, demonstra ser uma excelente opcdo, permitindo
caracterizar e classificar as cepas envolvidas em surtos de campo e diferencia-las das cepas
vacinais, determinando a epidemiologia das mesmas (LIU et al., 2004). O segmento M1 é
0 mais conservado entre os ARVS, sendo a regido de escolha para os testes de RT-PCR
iniciais de identificacdo. Para determinar a diversidade genética das cepas, a regido de
escolha para amplificacdo por RT-PCR ¢ a de maior variabilidade do genoma, o segmento
S1 (FARKAS, 2016). Contudo, em decorréncia dos rearranjos a analise do genoma
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completo pode ser mais segura para demonstrar a epidemiologia do virus (MOR et al.,
2013).

O exame soroldgico, utilizando técnicas como: imunodifusdo em gel de agar, virus
neutralizacdo, imunofluorescéncia indireta, Western blot e ensaio de imunoabsorcao
enzimatica, pode auxiliar no monitoramento dos lotes de frango. A diferenciacdo entre a
imunidade passiva e imunidade proveniente de desafios de campo, apenas pode ser obtida
quando utilizado o exame de virus neutralizacdo (JONES, 2000).

Entre os diagndsticos diferenciais estdo as les6es articulares causadas por bactérias
como Staphylococcus spp., Escherichia coli, Pasteurella sp., Salmonella sp. e
Erysipelothrix rhusiopathiae, que normalmente relacionam-se a doengas septicémicas
(SEQUEIRA, 2006; STALKER et al., 2010; OH et al., 2010). A infec¢do por Mycoplasma
sp., embora menos frequente do que as demais bactérias, também acomete os tecidos
articulares. Todos estes agentes bacterianos podem ser encontrados de forma associada em
lesBes por ARV (RECK, 2012).

As lesdes causadas pelo Mycoplasma sinoviae, embora ocorram nas bainhas
tendineas, na membrana sinovial e no espaco articular, apresentam um predominio de
heterdfilos o que confere um aspecto caseoso as lesdes (KLEVEN; FERGUSON-NOEL,
2008). Facilitando o diagnostico diferencial das infecces por reovirus, onde o infiltrado
inflamatério tende a ser misto ou predominantemente mononuclear (JONES;
GUNERATNE, 1984c; ROESSLER, 1989; VASCONCELOS et al., 2001). As lesdes
caseosas podem ser vistas também em outros Orgaos, especialmente em sacos aéreos
(KLEVEN; FERGUSON-NOEL, 2008).

N&o existem marcadores para a patogenicidade ou tropismo do reovirus, portanto,
se forem necessarias informacdes a respeito dessas caracteristicas, a infeccdo experimental

dos pintinhos “specific pathogen free” (SPF) se faz necessaria (JONES, 2000).

2.10 Controle e prevencgao

Estudos experimentais demonstram a persisténcia do virus na agua de consumo por
até 12 semanas, e cepas patogénicas permanecem Vidveis por maior tempo quando
comparadas as menos patogénicas (MOR et al., 2015). J4 em ovos com matéria organica e
em penas a viabilidade foi de até 10 dias. A sobrevivéncia do ARV na superficie de

galpbes, nas penas das aves, bem como nas suas ragdes, pode desempenhar um papel
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importante na perpetuagédo da infecgéo entre os lotes (SAVAGE; JONES, 2003). Medidas
de biosseguranca, vazio sanitario, limpeza e desinfec¢do das instalaces podem auxiliar no
controle da enfermidade.

Anticorpos para ARV detectados em aves de fundo de quintal demonstram a
circulacdo do agente neste tipo de criagéo, o que alerta para chance de surgimento de cepas
de maior patogenicidade (SANTOS et al., 2008). Em relagéo as aves silvestres, ndo se sabe
a importancia das mesmas como reservatorio (JONES, 2000). Contudo, tanto a criacdo de
aves de fundo de quintal, quanto as aves silvestres podem ser fontes de infec¢do para as
aves comercias, 0 manejo de biosseguranca das granjas constitui a principal ferramenta
para evitar que isto ocorra.

As aves adultas sdo mais resistentes a infec¢do, no entanto, a vacinacdo das
matrizes deve ser realizada, pois previne a transmissdo da doenca e também assegura a
transmissdo de imunoglobulinas para a progénie, evitando a infec¢do dos frangos de corte
em seu momento de maior susceptibilidade (JONES; GEORGIOU, 1984). A vacinagéo
realizada antes da postura, evita a transmissdo vertical de cepas de desafio e cepas vacinais.
Quando realizada em idade reprodutiva, pode além de danos a progénie, causar quadros de
diarreia nas matrizes e diminuigéo da qualidade dos ovos (MARTINS; RESENDE, 2009).
A imunizacdo deve ser refeita com frequéncia, pois protege apenas a primeira geracao de
progénies, ndo a segunda (VAN DER HEIDE; KALBAC; HALL, 1976).

Em relacdo a eficiéncia das vacinas, estas protegem apenas para Sorotipos
homologos as cepas vacinais comerciais (JONES, 2008). A proteina viral cC, responsavel
pelo estimulo a producédo de anticorpos neutralizantes durante uma infecgdo, pode divergir
a nivel de aminoacidos, mesmo entre as cepas intimamente relacionadas (KANT et al.,
2003; LIU et al., 2003; DAY; PANTIN-JACKWOOD, 2007).

Inimeros estudos demonstram que as cepas envolvidas nos surtos apresentam
grande variacdo em relacdo as cepas vacinais (GOLDENBERG et al., 2010). Esta variacdo
das cepas interfere negativamente na eficiéncia das vacinas utilizadas na industria avicola
(VASSERMAN et al., 2004), que sdo produzidas com cepas pertencentes a linhagem |
(PALOMINO-TAPIA et al., 2018). Sendo assim, as vacinas utilizadas atualmente, nao
protegem as aves de todos os subtipos patogénicos (TROXLER et al., 2013; RAU et al.,
1980; LU et al., 2015).
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Pesquisadores buscam identificar a por¢do adequada do virus para ©
desenvolvimento de vacinas autdgenas, as quais seriam formuladas com cepas envolvidas
em surtos (LU et al., 2015). Para isto a monitoria das cepas circulantes deve ser continua,
com atualizacdo das vacinas a medida que as cepas evoluem, levando-se em consideragédo
que a partir da identificacdo das cepas até o desenvolvimento da vacina autdégena pode
levar de 6 a 18 meses (PALOMINO-TAPIA et al. 2018).

Experimentos com a utilizacdo de uma vacina contendo uma mistura de quatro
prototipos genotipicos de ARV demonstrou maior protecdo contra o desafio de campo em
comparagao a vacina com uma unica estirpe (LUBLIN et al., 2011). Palomino-tapia et al.
(2018) recomendam a formulacdo de vacinas autdgenas com cepas que tenham pelo menos
noventa e cinco por cento de identidade com as circulantes.

O monitoramento dos anticorpos vacinais e de anticorpos provenientes de desafios
de campo pode ser realizado por exames soroldgicos. Contudo os ARVSs apresentam
grande heterogeneidade nos antigenos neutralizantes, além de reac@es cruzadas (CLARK
et al., 1990). Exames de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) buscam encontrar
anticorpos neutralizantes das proteinas oC ¢ 6B, e demonstram resultados superiores aos
ELISA convencionais (LIU et al., 2002).
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3. ARTIGO

Neste item é apresentado o artigo intitulado “Pathological and molecular findings of avian
reoviruses from clinical cases of tenosynovitis in poultry flocks from Brazil” publicado no

periddico Poultry Science.

21



AVIAN REOVIRUSES IN BRAZIL
Pathological and molecular findings of avian reoviruses from clinical cases of

tenosynovitis in poultry flocks from Brazil

Suyene O. de Souza,* Silvia De Carli, Vagner R. Lunge,1', Nilo Ikuta,{} Claudio W.

Canal,* Saulo P. Pavarini,* and David Driemeier*

* Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS), Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 95320-000, Brasil.

+Laboratorio de Diagnostico Molecular, Universidade Luterana do Brasil (ULBRA),

Canoas, Rio Grande do Sul, Brazil;

1Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha, Rio Grande do Sul, Brazil;

!Corresponding author: vagner.lunge@gmail.com

Name: Vagner Ricardo Lunge

Address: Laboratdrio de Diagndstico Molecular, Prédio 22, sala 312. Avenida

Farroupilha, 8001, CEP 92425-900 - Canoas, Rio Grande do Sul, Brazil.

Telephone: (55) (51) 34782777

Scientific section: Immunology, Health, and Disease

22



ABSTRACT Avian reoviruses (ARVS) infect a variety of species worldwide. Birds may
present stunting syndrome, respiratory and/or enteric diseases, immunodepression, mal
absortion, viral arthritis/tenosynovitis and even secondary infections by other
microorganisms. Flaws in conventional vaccines and the increase in the diagnostic rate of
disease in the last five years suggest the emergence of pathogenic ARVs in the poultry
flocks worldwide. This study aimed to characterize birds lesions and to detect/genotype
ARVs from a severe outbreak of tenosynovitis in broiler poultry flocks from Brazil. Tissue
samples of lesions on pelvic limbs of broiler chicken were collected in poultry flocks with
a high condemnation rate of carcasses due to lesions and submitted to histological and
molecular analysis. Histological exam demonstrated the presence of major gross
pathologic lesions included marked swelling, edema and hemorrhages. Serous exudate was
present between the tendons and hock joint. In addition to necrosis and inflammation of
muscle fibers, mixed inflammatory infiltrate was observed in subcutaneous tissue and
tendon sheaths. ARVs RNA was detected in five samples tested by polymerase chain
reaction. These samples were also genotyped and demonstrated the occurrence of strains of
the ARVs lineages 11 and V in the flocks. These results suggest that theses field ARV,
genetically distant from previously characterized strains, are associated to tenosynovitis

and present in commercial Brazilian poultry flocks.

Key words: poultry, reovirus, arthritis
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INTRODUCTION

Avian reoviruses (ARVs) are divergent in their pathogenicity and can infect a
variety of species worldwide (Jones, 2008). Birds can be assimptomatic or have stunting
syndrome, respiratory/enteric diseases, immunodepression, mal absortion syndrome, viral
arthritis/tenosynovitis and even secondary infections by other viruses or bacteria (Jones,
2008; Davis et al., 2012). There are also several economic significant losses caused by
ARV infections in domestic poultry, including a general lack of performance, increased
mortality in the flocks, diminished weight gain, poor feed conversion and reduced
marketability of the bird carcasses, especially in young meat-type chickens (Van der

Heide, 2000; Jones, 2008).

ARVs belong to the Orthoreovirus genus from the Reoviridae family with a non-
enveloped icosahedral capsid and a genome of ten double stranded RNA segments. These
genomic segments are classified according to the size of the RNA segments in large (L1,
L2 and L3), medium (M1, M2 and M3) and small (S1, S2, S3 and S4). Genome segment
S1 encodes sigma C (cC) sequence, the main genetic region used to characterize and
classify ARVs into different genotype/pathotype groups (Attoui et al., 2011). ARV strains
have also been classified into different genotypes/clusters according to nucleotide and
amino acid sequence diversity. Phylogenetic studies have been targeted to ARV genes with
a high rate of nucleotide substitutions (mainly on 6C region) and six distinct phylogenetic
lineages (I-VI) were already detected in studies in the United States, Japan, Taiwan and
Australia. Interestingly, lineages generated from other genes of class S (cA, 6B and oNS)
did not necessarily correspond to the oC lineage assignments, probably reflecting the

occurrence of genome rearrangement in the evolution of ARVs (Liu et al., 2003).
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Vaccination is one of the most used methods to control ARV. Four strains (S1133,
1733, 2408 and 2177) are currently commercialized as inactivated vaccines for commercial
poultry flocks. However, recent studies have demonstrated these vaccines do not provide
adequate protection, as a consequence of the genetic and antigenic diversity of the ARVs
field strains (Lu et al., 2015; Tang and Lu, 2016). The failure of conventional vaccines and
the increased rate of disease diagnosis in the last five years are alarming, indicating that
emerging pathogenic ARVs are becoming imminent threats to the broiler industry in

Europe (Farkas et al., 2016) and North America (Lu et al., 2015; Ayalew et al. 2017).

The presumptive diagnosis of viral arthritis is based on clinical signs and
macroscopic lesions. However arthritis is not pathognomonic of ARVs and joint injuries
can also be caused by some bacteria (Mycoplasma synoviae, Staphylococcus,
Enterococcus, Escherichia coli, etc.). The identification of the etiological agent is carried
out by viral/bacterial isolation. The diagnostic value of the serological profile is often
difficult to interpret because reovirus infections are widespread among commercial poultry
flocks. This procedure is only useful as an indicator of immunity after vaccination (Jones,
2008). Molecular assays (as polymerase chain reaction, PCR) have been used for the
detection of ARVs in affected tissues (Liu et al., 2003; Caterina et al., 2004; Guo et al.,
2011). However, the high diversity of ARVs genome sequences has precluded the
detection of some ARV variant field strains (Tang and Lu, 2016). A recent study
developed a universal TagMan rRT-PCR assay for rapid detection of all ARVs of birds,
including historical reference strains and newly emerging variants or novel strains from

these avian species (Tang and Lu, 2016).

Histological changes caused by ARVs in birds have been described since the 1960s

(Kerr and Olson, 1964). Lesions include edema, coagulation necrosis, accumulation of
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heterophiles and perivascular infiltrate. They are observed in natural and experimental
infections in the acute phase (7-15 days post inoculation in the plantar coxin). Hyperplasia
and hypertrophy of synovial cells, lymphocyte and macrophage infiltration, and
proliferation of reticular cells may also be visualized. These latter lesions cause the parietal
and visceral layers of the tendon sheaths to become grossly thickened by developing a
periostitis characterized by osteoclast enlargement. In the chronic phase (from 15 days
post-infection), synovial membrane develops hypertrophy of the villous processes and
lymphoid nodules can appear. After 30 days, the inflammatory changes become even more
chronic: there is an increase in the amount of fibrous tissue and a pronounced infiltration or
proliferation of reticular cells; lymphocytes, macrophages and plasma cells can also be
observed (Jones, 2008). Some studies showed the predominance of lymphocytes and other

mononuclear inflammatory cells in the affected tissues (Reck et al., 2013; Lu et al., 2015).

Brazil is one of the most important world poultry producers in recent years.
However, there is a lack of data on the status of circulating ARVs associated to viral
arthritis / tenosynovitis. This study aimed to characterize ARVs from a severe outbreak of

viral tenosynovitis in broiler poultry flocks from southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Poultry Samples

Samples of lesions on pelvic limbs of broiler chicken were collected in poultry
flocks with a high condemnation rate of carcasses due to lesions. Samples from tibiotarsal
joints (26), gastrocnemius muscle (55), metatarsal extensor and digital flexor tendons (26),

cranial tibial muscle (55), pubis ischiofemoral muscle (55), and medial crural flexor (55)

26



were fixed in 10% neutral-buffered formalin and stained with hematoxylin and eosin for
histological examination. Dry lesion swabs were collected, 1 mL of Phosphate Buffer
Saline (PBS) pH 7.2 was added, mixed and stored at -80°C until use. Routine

bacteriological examinations were also carried out in the samples.

RNA extraction and detection of ARV and Mycoplasma by real time PCR

RNA of five suspected tissues was extracted by silica adsorption using commercial
kit NewGene Prep/PreAmp according to the manufacturer’s recommendations (Simbios
Biotecnologia, Cachoeirinha, Brazil). ARVs were detected through a real time reverse
transcription PCR in a conserved region of the viral genome as previously described (Tang
and Lu, 2016). Vaccine strain S1133 was used as a positive control and ultrapure water
was used as a negative control. All samples were also tested for Mycoplasma synoviae
(MS) and Mycoplasma gallisepticum (MG) with commercial Kits (Simbios Biotecnologia,

Cachoeirinha, Brazil).

Genotyping of ARVs

Genotyping was carried out by RT-PCR and sequencing of the oC gene. A
complementary DNA (cDNA) was produced with MMLV RT mastermix and was further
amplified by nested PCR. The first PCR was proceeded with the primers ReoS-F1 (5°-
TCRCAGCGAAGAGARGTCG-3’) and ReoS-R1 (5’-GTCGATGCCSGTACGCACG-
3’). Amplification was performed in a total volume of 30 uLL with 0.25 uM of each forward
and reverse primers. Cycling conditions were as follow: 37°C for 30 min, 95°C for 3 min
and 30 cycles of 95°C for 20 sec, 50°C for 40 sec and 72°C for 60 sec, producing a

fragment of 956 bp. The second PCR round was proceeded with 0.25 uM of ReoS-F2 (5’-
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TGATACTSTCMTTGACTTCGAACG-3’) and ReoS-R2 (5-
CGACATCATRTAATCAGTKCG-3’). Cycling conditions included an initial denaturation
at 95°C for 3 min, 35 cycles of 20 sec for denaturation at 95°C and 40 sec of primer
annealing at 50°C, 60 sec of extension at 72°C producing a fragment of 652 bp. The
amplification products were electrophoresed in polyacrylamide gel and stained with silver
nitrate. Both strands of the PCR products were sequenced by Sanger method and further
assembled using Geneious®v10.2.3 (Biomasters, www.geneious.com). Nucleotide
sequences were deposited in Genebank under the accession numbers MG902943-

MG902948.

Sequence assembly and phylogenetic analysis

The obtained sequences were aligned with Mafft (Katoh and Standley, 2013) with
reference sequences from lineages I, II, I11, IV, V and VI, as previously described (Ayalew
et al., 2017; Lu et al., 2015). The phylogenetic tree was constructed based on acid amino
sequence of the 6C protein by Neighbor joining method with Jukes-Cantor genetic distance
model. Hypothesis robustness was tested with 2,000 non-parametric bootstrap analyses.

All analyses were carried out using Geneious®v10.2.3 (Biomasters, www.geneious.com).

RESULTS

Gross Findings

Pelvic limbs of broiler chicken presented evident lesions by palpation just above the

hock and were readily observed when feathers were removed. Condemnation index due to

pelvic limb injuries accounted for a total of five percent of slaughtered chickens,
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sometimes reaching sixty percent of the animals in some flocks. Bird ages varied from 22
to 28 days, with no sex correlation. According to the data from the company, vaccination
of the breeders and of the chickens against ARV was not carried out. The presence of
major gross pathologic lesions included marked swelling, edema and hemorrhages (Figure
1A). Serous exudate was present between the tendons and hock joint. All lesions were very

similar but with variable intensity.

Microscopic Findings

Histological changes consisted of synovial membranes hyperplasia (Figures 2A,
2B), in addition to numerous macrophages, plasma cells and lymphocytes and lymphoid
aggregates (11/26). In the subcutaneous tissue there were an inflammatory infiltrate of
lymphocytes, plasma cells and heterophils (19/55), hemorrhage (19/55) and fibrin
deposition (15/55). Necrosis of muscle fibers (14/55) was observed in the gastrocnemius
muscle, as well as fiber reabsorption (4/55) and infiltration of lymphocytes, plasma cells
and macrophages (4/55). In the tibial cranial (16/55), pubisquiofemoral (19/55) and medial
crural flexor (15/55) muscles, lesions were similar and characterized by individual fiber
necrosis associated with inflammatory infiltrate of lymphocytes, plasma cells and
macrophages, occasionally associated with heterophiles. Sometimes lymphoid aggregates
(5/26), and the same inflammatory pattern (13/26) was observed extending from the
muscles infiltrating the tendons sheaths gastrocnemius, metatarsal extensor and digital

flexor (Figure 2C, 2D).

RT-PCR and phylogenetic analysis

29



All samples were positive by PCR for ARV and negative for Mycoplasma synoviae
(MS) and Mycoplasma gallisepticum (MG). Five RT-PCR positive samples (with cycle
thresholds from 24.4 to 29.4) and different lesion degrees were further submitted to
genotyping (Table 1). All of them presented an amplified fragment in the conventional
PCR targeting oC gene. The sequences showed a similarity from 49.6% to 100% and
grouped into two distinct lineage clusters (Il and V). Four samples (BR_SC_ 6996,
BR_SC 6998, BR_SC 6999 and BR_SC_6997) clustered in the same branch (1I), while
the remaining one (BR_SC_7001) grouped in the cluster V (Figure 2). No correlation was

observed among genotypes and lesions.

DISCUSSION

The gross pathologic lesions observed in the present study were similar to the
lesions caused by avian reovirus (ARV) described in the literature (Lu et al., 2015).
Histological lesions seen in the present study were similar to the observed in an
experimental study by avian reovirus, demonstrating mixed inflammatory infiltrate in the
tendon sheaths in the acute phase of the disease (Jones, 1978). This pattern seems to be
characteristic of ARV, since Mycoplasma sp. cause different histological lesions (Jones,
1978; Hill et al., 1989a; Hill et al., 1989b). In addition, the samples from this study were
negative for Mycoplasma synoviae (MS) and Mycoplasma gallisepticum (MG), the two
main poultry pathogenic Mycoplasma species. ARV infects young birds, since they seem
to become less susceptible to infection as they age and the histological lesions also tend to

regress with the age (Jones, 1984). The birds analyzed in this study were slaughtered in up
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to 28 days-old, however birds slaughtered with more than 35 days by the same company
did not present gross lesions.

It is frequently not possible to isolate the agents that cause the bird lesions, since
they are often not more found in a viable form in the moment of the sample collection
(Jones, 1984). Therefore, PCR has been a useful diagnostic tool in field situations.
Molecular studies also help to understand the epidemiology, origin and evolution of
emerging variant virus strains (Kant et al., 2003; Kort et al., 2013). In the present study,
ARVs were detected by PCR in all suspect samples. In addition, all of them were
genotyped and classified into two previously characterized lineage/clusters (Il and V).
These new Brazilian ARVs sequences clustered into specific tree branches in these two
lineages, demonstrating the occurrence of local field strains. The four ARVs that clustered
within lineage Il showed more similarity to isolates from Canada and USA, while the
strain BR_SC_7001 of the lineage V was similar to ARVs sequences from Germany (Kort
et al., 2013), Israel (Goldenberg et al., 2010) and USA (Lu et al., 2015). Further, all
Brazilian ARVs sequences were well distinct from the other lineages detected in United
States (USA), Tunisia, India (Kort et al., 2013) and Israel (Goldenberg et al., 2010).
Specially, they were also different from the lineage I, where are all commercial vaccine
ARVs, including S1133 strain. These results suggest that all field isolates are genetically
distant from previously characterized strains and are disseminating in the Brazilian poultry
flocks.

Although the number of complete genome sequences available in GenBank is still
limited, sequence data collected in recent years suggests that the genetic material of the
ARV strains is continually changing due to the known evolutionary mechanisms of

reovirus as point mutation and rearrangements, resulting in genetically and antigenically
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heterogenous strains (Attoui et al., 2011). Further, sequencing of whole genomes and
determination of pathogenicity mechanism are needed to obtain better information about
circulating strains of ARV and to develop efficient disease protection strategies (Ayalew et
al.,, 2017). In summary, the present study demonstrated epidemiological, gross and
microscopic features associated with the presence of ARVs different from vaccine strains,

highlighting the occurrence of ARV pathogenic strains in poultry flocks from Brazil.
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Table 1. Strains with pathological and molecular characteristics.

Strain Degree of injury CT / Reovirus Cluster
6996 Degree 2 29,4 I
6997 Degree 3 24,4 I
6998 Degree 3 25,5 I
6999 Degree 3 28,0 I
7001 Degree 4 27,0 V

Fig.1. Gross findings: A. Chicken, Tibiotarsometatarsic joint: moderate unilateral

volume increase (edema) associated with multifocal areas of reddish color (bleeding). B.
Chicken, Tibiotarsometatarsic joint: unilateral volume increase associated with

hemorrhage in the subcutaneous tissue, conferring a greenish color to the joint.
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Fig.2. Histopathologic findings of Reovirus infection in Chicken: A.
Tibiotarsometatarsic joint: synovial cell hyperplasia, predominantly mononuclear
inflammatory infiltrate, associated with cellular debris, hemacias and fibrin in the joint
space. HE, 4x. B. Synovial membran: synovial cell hyperplasia forming villi associated
with predominantly mononuclear inflammatory infiltrate, cell debris, hemacias and fibrin.
HE, 10x C. Insertion of muscle to tendon: mononuclear inflammatory infiltrate and
formation of lymphoid aggregates. HE, 4x. D. Insertion of muscle to tendon:

mononuclear inflammatory infiltrate between the collagen fibers: HE, 20x.
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Fig.3. Phylogenetic tree of ARV strains based on the Sigma C sequence
variability. The virus strains clustered into six genotyping groups (color

coded). Our isolates are identified by ReoBR. The tree was built by Neighbor

joining method with Jukes-Cantor genetic distance model.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou as caracteristicas epidemioldgicas, macroscopicas e
microscopicas associadas a presenca de cepas de ARVs distintas as cepas vacinais,
destacando a ocorréncia de cepas patogénicas em aves comerciais do Brasil. Até o presente
momento, esse trabalho € pioneiro ao relatar a ocorréncia de cepas patogénicas variantes de
reovirus como causa de lesdes articulares em frangos de corte no Brasil.

As avaliagbes, macroscopica e histopatologica, sdo ferramentas de triagem
adequadas em suspeitas de lesdes articulares por ARV, as quais devem ser associadas a
provas moleculares, para que o diagnostico definitivo seja obtido. Em nosso trabalho, nao
foi possivel realizar a correlacdo entre grau de lesdo e a classificagdo das cepas envolvidas.

O ARV deve ser incluido no diagndstico diferencial de lesdes articulares em
frangos de corte no Brasil. Deve-se ter uma atencdo especial quanto a este agente, na
inspecdo das aves com idade de abate precoce (frango tipo “griller”), pois esta é a idade de
maior ocorréncia e de maior intensidade das lesGes. A observagdo a campo das aves,
também deve ser realizada, visto que estas podem apresentar lesdes sem sinais clinicos
evidentes e as que apresentam sintomatologia sdo descartadas durante a criagcdo, ndo sendo
avaliadas ao abate.

O conhecimento da ocorréncia de lesdes articulares por cepas patogénicas de
reovirus, alerta para a ocorréncia das outras formas de apresentacdo do agente, associadas
ou ndo a artrite. A avaliacdo dos demais tecidos deve ser realizada em trabalhos futuros
para tentar determinar e contabilizar as perdas silenciosas durante o periodo produtivo.

As condenagbes ocorreram em lotes provenientes de matrizeiros de diferentes
regides de abrangéncia do abatedouro, e a fonte de infeccdo dos frangos ndo pode ser
determinada. A avaliacdo das matrizes e suas progénies deve ser realizada de forma
sistematica para verificar uma possivel correlacdo da idade das matrizes com a ocorréncia
da enfermidade nos frangos de corte, a ocorréncia de transmissao no incubatério, bem
como o papel dos machos reprodutores nestes casos.

Relatos e estudos de casos, que determinem a ocorréncia de cepas patogénicas de
reovirus circulantes no Brasil sdo escassos; todavia, sdo importantes para o conhecimento
da epidemiologia do virus e dos desafios enfrentados pelas aves de diferentes regides do

pais.
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As matrizes da empresa integradora foram vacinadas com vacina comercial apo6s a
ocorréncia dos casos relatados no artigo, contudo os problemas na progénie persistiram, o
que sugere a ineficiéncia do programa vacinal adotado. Estudos futuros, devem
caracterizar tanto as lesdes observadas quanto as cepas circulantes de reovirus. Esta busca
ativa deve ser continua, o que poderd aumentar as chances de sucesso de vacinas

autdgenas, assegurando a continuidade da cadeia produtiva.
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