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RESUMO

A infecgdo de aves domésticas pelo parasito Plasmodium juxtanucleare pode causar problemas a saude das
aves o0 que implica em perdas no setor produtivo de aves de corte e postura. A utilizagdo de técnicas de
diagnostico molecular de parasitos, tem a vantagem de se avaliar dezenas amostras de uma Unica vez, sem
a utilizacao de profissionais altamente especializados (raros) na identificagdo das espécies. Neste contexto,
o presente projeto se propde a desenvolver um diagndstico molecular, passivel de ser utilizado em larga
escala, de infecdo de aves domésticas e silvestres pelo parasito Plasmodium juxtanucleare, causador de
sintomas da malaria aviaria em aves. O teste se baseia no desenvolvimento de um sistema de amplificagéo
de sequencias unicas de DNA de P. juxtanucleare por meio de uma técnica de baixo custo chamada ARMS-
PCR. Os experimentos que validaram o teste foram realizados com sucesso. Foi realizada uma triagem de
infeccdo de uma amostra 280 individuos, utilizando a técnica de PCR. Os resultados revelaram que a
incidéncia da infeccdo por malaria aviaria nos galpdes de aves de corte foi de 9,2%. A taxa de incidéncia
indica que existe um consideravel risco de infecgdo para as aves dos galpdes aviarios do IFMG Campus
Bambui, sobretudo para as aves de ovoposi¢ao cuja infecgao ja foi relacionada com uma queda na produgéo
de ovos em estudos posteriores. O estudo mostra também a necessidade de se estimar a incidéncia ao longo
dos meses do ano para se estimar se a sazonalidade influencia de fato na incidéncia de infec¢cao por malaria

aviaria.
INTRODUGAO

As aves podem se infectar por varios parasitos do género Plasmodium sendo que a gravidade dos
sintomas apresentados pelas aves depende de varios fatores incluindo qual espécie de Plasmodium é o
agente infeccioso (Valkiunas, 2005). A infecgdo de aves domésticas pelo parasito Plasmodium juxtanucleare
pode causar problemas a saude das aves o que implica em perdas no setor produtivo de aves de corte e
postura. Desta forma, € de grande importancia nao so identificar se aves estéo infectada, mas também qual
espécie de Plasmodium esta envolvida na infecgdo para se ter uma estimativa real do estado de saude do
plantel de aves sob avaliagao (Souza, 1998).

A identificagdo usual de qual espécie de Plasmodium esta infectando uma ave, incluindo aves
domésticas, envolve a preparagdo e analises microscopicas de esfregagos sanguineos que requerem a
expertise de profissionais muito treinados na taxonomia diferencial das espécies, uma vez que o diagndsitico

especifico apresenta poucos caracteres disponiveis e de dificil interpretacao (Oliveira, 2001).
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A utilizagao de técnicas de diagndéstico molecular de parasitos, tem a vantagem de se avaliar dezenas

amostras de uma unica vez, sem a utilizagao de profissionais altamente especializados (raros) na identificagao
das espécies de patogenicidade com relevancia veterinaria e zootécnica (Braga et al., 2011).

Neste contexto, o presente projeto se propde a desenvolver um diagndstico molecular, passivel de
ser utilizado em larga escala, de infecdo de aves domésticas e silvestres pelo parasito Plasmodium

juxtanucleare, causador de sintomas da malaria aviaria em aves.

METODOLOGIA:

Para o desenvolvimento do teste diagndstico serao utilizadas 30 amostras de sangue de Gallus
domesticus infectadas por P.juxtanucleare, diagnosticadas através de analise microscopica de esfregacgos
sanguineos. O método de preparagao dos esfregagos bem como o diagndstico sera feito seguindo descri¢cdes
de Valkiunas (2005). As amostras sédo obtidas das aves presentes nos aviarios do IFMG-Campus Bambui.
Além das amostras infectadaspor P. juxtanucleare, para validagdo do teste serdo utilizadas 15 amostras
sangue de Gallus domesticus infectadas por P. gallinaceum e 15 amostras de sangue sem sinais de infecgao
por espécies de Plasmodium (disponiveis no banco de DNA do Laboratério de Biologia Molecular do IFMG-
Campus Bambui).

O desenvolvimento de um sistema de amplificagdo de sequencias Unicas de DNA de P. juxtanucleare
sera baseado numa técnica chamada ARMS-PCR. Neste sistema, a amplificagdo s6 sera possivel se a
amostra conter DNA de P. juxtanucleare, ou seja, infeccdo por este parasito. Caso inexista infecgdo ou
infecgdo por outra espécie de Plasmodium nao havera amplificagéo do fragmento. Dessa forma, a detecgéo
da infeccao por meio de verificagdo da presenca de uma banda de tamanho especifico corada em gel de
poliacrilamida apds eletroforese.

Para validagéo do teste, serdo submetidas a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os
iniciadores especificos uma amostra 280 amostras de sangue das aves dos galpdes aviarios a fim de se

realizar uma triagem da infec¢ao nos galpdes.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os experimentos que validaram o teste foram realizados com sucesso. Através da analise dos géis de
poliacrilamida, observou-se que das 280 amostras analisadas foram identificadas apenas 26 amostras com

infecgbes confirmadas (Figura 1), configurando uma incidéncia de 9,2%.
CONSIDERACOES SOBRE A TRIAGEM

Comparando-se os dados obtidos na pesquisa com outros estudos de prevaléncia de infecgao, os
valores obtidos ficaram muito abaixo dos encontrados para aves silvestres, de 17 a 54%, e dentro da
amplitude de valores encontrados para galinhas sob confinamento, de 1,5 a 40% (LACORTE et al., 2013;
SANTOS-PREZOTO et al., 2004). Os resultados mostram a diferenga entre estimativas de incidéncia e
prevaléncia de infeccao. Quanto mais tempo vive a ave hospedeira, mais tempo ela tem para se infectar e,
ao longo do tempo o nimero de individuos infectados na populagdo vai aumentando, e por consequéncia, a

prevaléncia também aumenta.
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Figura 1. Gel de poliacrilamida de triagem de amostras infectadas. E: Escada alélica; Amostras
1, 4, 9, 10 e 11 representam individuos néo infectados. Amostras 3, 5, 6, 7 e 8 representam
individuos infectados. A ponta da seta indica a banda de DNA que caracteriza a infecgéo.

A anadlise de dados de prevaléncia em populagdes de espécies silvestres € muito comum em estudos
sobre o efeito da infecgdo nas populagdes, sobretudo daquelas ameagadas. Entretanto, se objetivo é estimar
o risco atual de sobrevivéncia da populagdo devido as infecgbes, o calculo da prevaléncia ndo é o mais
indicado, pois considerara infecgées adquiridas em outras fases da vida das aves. Nestes casos, a incidéncia
seria o mais indicado pois revela o risco atual das aves sadias de se infectarem (NEVES, 2011).

Considerando o manejo das aves nos galpdes, os valores de incidéncia revelam que os galpdes
aviarios do IFMG Campus Bambui apresentam risco para as aves se infectarem por parasitos causadores da
malaria aviaria. Embora o estudo tenha sido realizado nos galpdes de aves de corte, 0 mesmo risco se aplica
aos galpbes de aves de postura, uma vez que a falta de um mecanismo de controle de entrada de mosquitos
em ambos os galpdes € o mesmo. O risco de infecgdo por malaria aviaria em aves de postura tem maior
relevancia uma vez que ja foi comprovado que a infecgdo por malaria em aves pode levar a uma queda na
produgdo de ovos (ITAGAKI, 1970).

O numero de individuos infectados encontrados nas amostras pode estar indiretamente relacionado
a sazonalidade, pois o periodo no qual ocorreu a coleta das amostras corresponde ao final da estagdo seca,
periodo no qual se espera que a populagdo dos insetos vetores do parasito estejam menores,
consequentemente havendo uma menor taxa de transmissao (VALKIUNAS, 2005). Entretanto, para que esta
hipotese possa ser confirmada € necessario que se faga um estudo a longo prazo, analisando amostras

coletadas em todas as estagdes do ano, considerando a sazonalidade do inseto vetor.
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CONCLUSOES

Os experimentos que validaram o teste foram realizados com sucesso. Foi realizada uma triagem de infecgéo
de uma amostra 280 individuos, utilizando a técnica de PCR. Os resultados revelaram que a incidéncia da
infecgdo por malaria aviaria nos galpdes de aves de corte foi de 9,2%. A taxa de incidéncia indica que existe
um consideravel risco de infecgado para as aves dos galpdes aviarios do IFMG Campus Bambui, sobretudo
para as aves de ovoposicao cuja infecgao ja foi relacionada com uma queda na produgao de ovos em estudos
posteriores. O estudo mostra também a necessidade de se estimar a incidéncia ao longo dos meses do ano

para se estimar se a sazonalidade influencia de fato na incidéncia de infec¢éo por malaria aviaria.
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