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RESUMO

Na producéo avicola as infecgBes entéricas afetam diretamente o desempenho das
aves. A deteccao de rotavirus aviario (AvRV) tem sido associada a enterite em frangos de corte
e a Sindrome da Ma Absorcao (SMA). Este estudo teve como objetivos investigar a frequéncia
da ocorréncia de AvVRV; caracterizar os eletroferogrupos de AvRV e avaliar histologicamente o
intestino delgado de frangos de corte naturalmente infectados. Foram coletadas amostras
individuais de contelido entérico e trés porcdes do intestino delgado (P1/P2/P3) de frangos de
corte refugo com sinais da SMA (n=256), de frangos de corte clinicamente saudaveis (controle)
(n=24), e amostras de cama (n=36) de 12 lotes aviarios do municipio de Palotina com
diferentes indices de eficiéncia produtiva (IEP). Para deteccdo do AVRV no conteldo entérico
foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). As por¢cbes do intestino dos
frangos positivos na EGPA para AvRV e das frangos controle foram avaliadas
histologicamente. AvRV foi detectado em 10/12 (83%) dos lotes avaliados, e em 60/256
(23,44%) das amostras de frangos refugo, tendo sido identificados os perfis eletroforéticos de
rotavirus aviario espécie A (AvRV-A), rotavirus aviario espécie D (AvRV-D) e rotavirus aviario
espécie F (AVRV-F) em 9 (15%), 18 (30%) e 33 (55%) amostras, respectivamente. Nas
amostras de frangos clinicamente saudaveis foi identificado o perfil AvRV-A e AVRV-D em
duas amostras distintas. Em 29 (11,3%) das amostras o perfil foi inconclusivo. Nas amostras de
cama foi possivel detectar AVRV-A e AVRV-F em lotes distintos de IEP ruim, e AVRV-F em um
lote de IEP regular. A taxa de deteccdo de AVRYV foi estatisticamente maior em lotes de IEP
ruim quando comparado ao IEP bom. As lesBes avaliadas foram compativeis com a SMA, e
mais acentuadas nos casos associados a infeccdo pelo AvRV-A. Na histomorfometria, a
reducdo do comprimento de vilo e relagédo vilo/cripta nas por¢des mais craniais do intestino
delgado foram estatisticamente significativas dos frangos de corte infectados por AVRV quando
comparadas as amostras controle. Este estudo relata a ocorréncia das espécies A, D e F em
frangos de corte de planteis comerciais e demonstra indicios da associagdo do AvRV com a
SMA.

Palavras-chave: rotavirus, frango de corte, indice de eficiéncia produtiva, avaliagdo
histopatolégica, histomorfometria, sindrome da ma absorcéo



ABSTRACT

Avian rotavirus: occurrence, electrophoretic profile characterization and
histopathological and morphometric evaluation in broilers chickens naturally

infected.

Enteric infections in poultry production affects directly the performance of the birds. The
detection of avian rotavirus (AvRV) has been associated with enteritis in broiler chickens
including Malabsorption Syndrome (MAS). This study aimed to investigate the frequency of
occurrence of AVRV; to characterize AvRYV electropherogroups and to evaluate histologically the
small intestines of naturally infected broiler chickens. A total of 256 individual of intestinal
content samples and portions of the small intestine of chick culling with clinic signs of MAS
were collected, 24 were of healthy broilers (control), and 36 of broiler litter samples of twelve
broiler flocks from Palotina/PR, with different Productive Efficiency Index (PEI). For the
detection of AVRV in the intestinal content, the polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
technique was used. The portions of the intestine of positive broilers for AvRV and control
broiler were evaluated histologically. AvRV was detected in 10/12 (83%) of the evaluated broiler
flocks and in 60/256 (23.44%) samples of chick culling, in which the typical migration profile of
AVRV-A, AVRV-D and AvRV-F were been identified, in 9 (15%), 18 (30%), and 33 (55%)
samples, respectively. In 29/256 (11.3%) of the samples the profile was inconclusive. The AVvRV
detection rate was statistically higher in broiler flocks with poor PEI when compared to good
PEI. The evaluated lesions were compatible with MAS; with greater severity in cases associated
with AVRV-A infection. In histomorphometry, reducing the length of villi and villous/crypt ratio in
the most cranial portion of the small intestine were statistically significant in AvRV infected birds
when compared to control samples. This study shows the occurrence of species A, D and F in
broiler chickens of comercial flocks and shows evidence of association of AvRV with MAS.

Keywords: rotavirus, broiler chicken, zootechnical performance, histopathological evaluation,

histomorphometry, runting stunting syndrome.
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1 INTRODUCAO GERAL

A industria de frango de corte tem significativa importancia econémica no
agronegadcio brasileiro, no qual o Brasil se mantém como maior exportador de
carne de frango, e tendo obtido em 2015 o titulo de segundo maior produtor
mundial. Atualmente, a regido sul €& responsavel por 63,46% da producéo
nacional, e o estado do Parana é o maior produtor e exportador de carne de
frango (APBA, 2016; BELUSSO e HESPANHOL, 2010).

Apesar dos avancos na tecnificacdo, nutricdo e manejo, a intensificacéo
da producdo encontra constantes desafios sanitarios. Diversas doencas podem
acometer as aves de producdo, porém as infeccdes entéricas e respiratorias
sdo as mais relatadas, principalmente nas duas primeiras semanas de idade,

afetando direta ou indiretamente a producéo avicola (BERCHIERI et al., 2009).

As infecgcBes intestinais podem ser determinadas por protozodrios,
bactérias, micotoxinas e virus (BERCHIERI et al.,, 2009). Dentre os virus
entéricos, o rotavirus (RV) tém sido descrito em diferentes espécies de aves de
producdo, tais como: perus (PANTIN-JACKWOOD et al., 2007; YASON e
SCHAT, 1987), faisbes (URSU et al., 2009), frangos de corte (MCNULTY et al.,
1984b ; OTTO et al.,, 2012), poedeiras (KARIM et al., 2007) e matrizes
(METTIFOGO et al.,, 2014; VILLARREAL, 2006). No Brasil, a primeira
identificacdo de rotavirus aviario (AvRV) foi realizada por Alfieri et al. (1989) em
amostras de excretas de frangos de corte com manifestacdes clinicas de
enterite, depressdo e anorexia. Atualmente o AVRV estd disseminado em
plantéis de frango de corte do Brasil, ocasionando aumento da conversdo
alimentar, reducdo do ganho de peso, diarreia, e desenvolvimento retardado
das penas (ALFIERI et al., 2000; RIOS et al., 2012; TAMEHIRO et al., 2003).
Além disso, trabalhos recentes tém associado o AvRV como potencial
causador ou cofator na sindrome da ma absorcdo (SMA), caracterizada por
deficiéncia no crescimento, desenvolvimento retardado das penas e diarreia,
levando a desuniformidade do lote, aumento dos indices de refugagem e
mortalidade, ocasionando constantes perdas econdmicas na producao (OTTO
et al., 2006; REBEL et al., 2006; SAIF et al., 2008).
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Entre as técnicas laboratoriais mundialmente utilizadas para a detec¢ao
e a identificacdo do RV, esta a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA),
onde a grande quantidade de particulas virais excretadas no periodo agudo da
infeccdo, associada ao aspecto segmentado do genoma do RV, permite sua
classificacao pelas diferencas de migracao dos segmentos genomicos (ESTES
e KAPIKIAN, 2007).

Devido a importancia econdmica da regido oeste do Parana na producao
de frango de corte no cenario nacional, estudos que determinem a ocorréncia
do AVRV e fatores associados sao essenciais para elucidar a epidemiologia da
rotavirose aviaria e promover acdes de controle e profilaxia em plantéis

avicolas comerciais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A produgédo de frango de corte no Brasil tem grande representatividade
no cenario econémico do pais. Em 2015, a producdo brasileira de carne de
frango atingiu a marca de 13,14 milh6es de toneladas. A producéo € 67,3%
absorvida pelo mercado interno onde o consumo per capita atingiu 43,25
kg/Hab em 2014 (ABPA, 2016). Os outros 32,7% de carne de frango abatida
sdo destinados ao mercado externo, o que mantém o pais, desde 2004, como
o0 maior exportador de carne de aves. Em 2015, o Brasil foi classificado como o
segundo maior produtor mundial, atrds apenas dos Estados Unidos (APBA,
2016; USDA, 2015(a,b). Os fatores que permitem a constante expansao da
avicultura industrial e mantém o Brasil nesse patamar incluem politicas
agricolas, acesso aos mercados consumidores, aptiddo dos produtores,
condicBes de transporte e alta disponibilidade de milho e soja (BELUSSO e
HESPANHOL, 2010).

Desde 1970, com o inicio das exportacdes brasileiras de carne de
frango, a avicultura industrial se desenvolveu e expandiu de forma tecnificada,
principalmente com investimentos em genética e nutricdo animal. A
necessidade de alta producdo, em conformidade com os abatedouros,
consolidou um manejo integrado, sobretudo junto as cooperativas agricolas
(BELUSSO e HESPANHOL, 2010; RIOS et al., 2012).

A regido sul do Brasil destaca-se no cenario produtivo avicola; o estado
do Parand com 32,46%; seguido por Santa Catarina com 16,24%; e Rio
Grande do Sul com 14,13%. Esses trés estados sdo responsaveis por 62,83%
da producao nacional e representam 76,6% da taxa de exportagdo nacional de
carne de frango (ABPA, 2016).

Atualmente o Parand € o maior estado produtor e exportador, gerando
direta e indiretamente mais de 660 mil postos de trabalho. Em 2015, a maior
parcela da producdo de frango, equivalente a 30,68%, foi proveniente da
mesorregido oeste do estado, que se destaca pela forte presenca de industrias
abatedoras organizadas na forma de cooperativas agricolas (ABPA, 2016;
BELUSSO e HESPANHOL, 2010; SINDIAVIPAR, 2015). A alta disponibilidade

de matérias primas (milho e soja), a consolidagédo das empresas cooperativas e
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a demanda por parte dos agricultores, que buscam um complemento de renda
através da diversificacdo da producao, constituem aspectos favoraveis para o
constante desenvolvimento da avicultura industrial na regido oeste do Parana
(BELUSSO e HESPANHOL, 2010).

O oeste paranaense engloba os municipios de Palotina, Toledo, Assis
Chateubriand, Nova Aurora e Cascavel, classificados entre os dez municipios
com maior concentracdo de aves comerciais do estado (Figura 1). O municipio
de Palotina possui 7.250.000 cabecas no total efetivo de galinaceos, e quando
comparado com outros municipios do estado, é o segundo com maior
concentracdo de aves, atras apenas da cidade de Cianorte situada na regido
noroeste do estado (IBGE, 2014; IPARDES, 2012).

Figura 1 - Mapa do estado do Parana classificado em mesorregifes, estratificado pelo total
efetivo de galinaceos/cabeca.
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Entretanto, com a intensificacdo da producado, associada as condicbes
ambientais e as praticas de manejo, também se elevam os desafios sanitarios,
favorecendo a ocorréncia de enfermidades economicamente significativas para
o setor avicola. Os distlrbios entéricos, juntamente com 0s respiratorios, sao
0s problemas que mais contribuem para a queda no desempenho produtivo e
no rendimento de carcaca (BARNES et al., 2000; BELUSSO e HESPANHOL,
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2010; SAIF et al., 2008). A presenca e acao de agentes infecciosos no sistema
digestério afeta diretamente a absor¢cdo dos nutrientes. Nas aves comerciais,
as enterites sdo observadas principalmente no primeiro més de idade. No
entanto, a causalidade das enterites € bastante complexa, pois além dos
fatores antinutricionais presentes, varios patégenos podem estar envolvidos em
infecgbes singulares ou mistas (BERCHIERI et al.,, 2009; MCNULTY e
REYNOLDS, 2008)

A sindrome da ma absorcédo (SMA) é o termo utilizado para designar as
enfermidades infecciosas entéricas que acometem principalmente os frangos
de corte de 1 a 3 semanas de idade. As elevadas perdas econémicas da SMA
em um plantel sdo decorrentes das elevadas taxas de conversdo alimentar,
mortalidade e desuniformidade do lote, reducdo do ganho de peso, e maior
suscetibilidade a infeccbes secundéarias (KANG et al., 2012). Por ndo estar
associada a uma unica etiologia, o reconhecimento da SMA é baseado em
termos descritivos conferindo-lhe outras denominacdes como sindrome da
desuniformidade tardia (Runting Stunting Syndrome; RSS); doenca entérica ;
sindrome do refugo fisioldgico ou refugagem; sindrome do passaro palido;
doenca da pena de helicoptero; sindrome da cloaca suja; sindrome do nanismo
(Stunting Syndrome); e sindrome do raquitismo (GUY, 1998; REBEL et al.,
2006).

Diferentes bactérias, protozoarios, micotoxinas e virus ja foram
detectados em animais com manifestacdes da SMA. Entre os virus entéricos
das galinhas, ja foram descritos como provaveis agentes etiolégicos da SMA, o
adenovirus, reovirus, parvovirus, coronavirus, astrovirus e rotavirus (HAUCK et
al., 2016; KANG et al., 2012; OTTO, et al., 2006; ZSACK, CHA e DAY, 2013).
Entretanto, o papel exato destes virus na SMA ainda é pouco compreendido,
visto que também ja foram detectados e isolados de aves clinicamente
saudaveis. Estas constatacdes tém sugerido a multifatoriedade na etiologia da
SMA, incluindo a interacdo de mais de um patdogeno com outros fatores nédo

infecciosos.

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), consolidado através
da Portaria n°® 193, de 19/09/1994 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
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Abastecimento, objetiva a fiscalizacdo e controle da sanidade avicola do pais
qguanto ao controle e prevencdo da salmonelose, micoplasmose, doenca de
Newcastle e influenza aviaria (BRASIL, 1994). No entanto, embora haja
inumeros relatos de ocorréncia de enteropatdgenos virais em frangos de corte
comercial, dados oficiais ou normativas que determinem o controle ou
diagnostico séo inexistentes (DAY e ZSAK, 2013).

O AVRV ja foi descrito por diversos autores como patdgeno primario e
complicante de enterite em aves comerciais como frango de corte e postura, e
inclusive em perus e faisbes (DECAESSTECKER et al., 1986; JINDAL et al.,
2009; MCNULTY et al., 1981; 1983; 1984; SPACKMAN et al., 2010; THEIL e
SAIF, 1987; YASON e SCHAT, 1987). Estudos recentes também tém sugerido
a possibilidade de um papel primario do AVRV na etiologia da SMA
(BERCHIERI et al., 2009; GUY et al., 1998; JINDAL et al., 2009; MCNULTY e
REYNOLDS, 2008; OTTO et al., 2006; 2012; RIOS et al., 2012; VILLARREAL,
2006).

O rotavirus € o principal agente viral causador de diarreia em diferentes
espécies animais no mundo. O rotavirus pertence a familia Reoviridae,
subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus, onde estdo incluidas oito
espécies designadas pelas letras A a H (ESTES e KAPIKIAN, 2007; ICTV,
2014; MARTELLA et al., 2010). Destas, as espécies A, D, F e G acometem as

aves, sendo as trés ultimas exclusivas de aves (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

O virion, desprovido de envelope lipoproteico, formado por trés
camadas proteicas concéntricas de simetria icosaédrica, denominadas camada
interna, intermediaria e externa que circundam o genoma viral constituido por
onze segmentos de RNA fita dupla (dsRNA). Estes onze segmentos codificam
doze proteinas virais, sendo seis proteinas estruturais “viral protein - VP’ e
seis proteinas ndo estruturais ‘non structural protein - NSP” (Figura 2-A)
(ALFIERI et al., 2007; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

As proteinas estruturais (VP) formam as trés camadas do capsideo viral.
A camada interna ou core € composta pelas proteinas VP1, VP2 e VP3. A
cama intermediaria, constituida pela proteina VP6, que permite a classificacéo

antigénica do rotavirus em espécies, seja pela reatividade de anticorpos
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monoclonais anti-VP6 ou pelo sequenciamento gendmico do gene VP6. A
camada externa € composta pelas proteinas VP4 e VP7, responsaveis pela
interacdo inicial do virus com a célula hospedeira (Figura 2-B) (ALFIERI et al.,
2007; ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Figura 2 - A: Perfil de migracdo eletroforética dos onze segmentos do genoma RNA de fita
dupla (dsRNA) do rotavirus A bovino, e as respectivas proteinas virais. B: Representacao
esquematica da estrutura viral do rotavirus.
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Fonte: (B) Viral Zone, 2011 (Adaptado).

A caracteristica segmentada do genoma dos rotavirus permite uma
classificacdo baseada no padrdo eletroforético quando o dsRNA viral é
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). De acordo com o
tamanho molecular dos segmentos gendmicos séo definidas quatro classes de
migracao eletroforética na espécie RV-A: classe | (segmentos 1,2,3 e 4), classe
Il (5 e 6), classe Ill (7,8 e 9) e classe IV (10 e 11). O padréao eletroforético
permite a classificacdo das espécies de rotavirus pelo perfil de mobilidade
eletroforética, onde cada espécie apresenta uma tipica distribuicdo dos seus
segmentos (Figura 3) (ESTES e KAPIKIAN et al., 2007).
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Figura 3 - Esquema representativo dos eletroferogrupos caracteristicos dos rotavirus de A a
G de acordo com a espécie animal.
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Fonte: KAPIKIAN e CHANOCK (2001) (Adaptado).

O perfil de migracdo eletroforética dos segmentos de dsRNA das
espécies de AVRYV apresenta a seguinte distribuicdo: AvRV-A (5:1:3:2); AVRV-D
(5:2:2:2); AVRV-F (4:1:2:2:2); AVRV-G (4:2:2:3) (Figura 4) (ESTES e KAPIKIAN,
2007).

Figura 4 - Perfis eletroforéticos dos segmentos de dsRNA das espécies A, D, F e G de

rotavirus aviario em gel de poliacrilamida impregnado com nitrato de prata.
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Fonte: OTTO et al. (2012).

Em aves, a infecgé@o pelo AVRV pode se apresentar de forma clinica ou
subclinica. Entre os fatores que podem afetar o desencadeamento ou ndo das
manifestagbes clinicas, inclui a presenca de IgA anti-rotavirus no trato
intestinal, dose infectante, viruléncia da cepa, a idade da ave e co-infecccéo
com diferentes espécies de AvVRV ou outros enteropatégenos (KARIM et al.,
2007a; YASON e SCHAT, 1987).
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InfecgBes experimentais demonstraram que aves de 1 até 28 dias séo
igualmente suscetiveis a infeccdo pelo AvRV (MCNULTY et al., 1983).
Entretanto, a deteccédo de AVRYV é relatada com maior frequéncia em amostras
fecais de aves com um a quinze dias de idade (ALFIERI et al., 2000; ISLAM et
al., 2009; KARIM et al., 2007a,b; MASCARENHAS et al., 2016; TAMEHIRO et
al., 2003; THEIL e SAIF, 1987).

A transmissdo ocorre principalmente pela via fecal-oral, através da
ingestéo de 4gua, alimentos, ou da cama de aviario contaminada com excretas
de aves infectadas (ALFIERI et al., 2000; MCNULTY e REYNOLDS, 2008;
MCNULTY et al., 1984). Ha relatos de que possa ocorrer a transmissao por
vetores mecanicos como as larvas do coledptero Alphitobius diaperinus e
outros insetos comumente presentes na cama dos aviarios comerciais
(DESPINS et al., 1994). A transmisséo vertical ndo foi comprovada, porém com
o relato de diagndstico de AVRV em perus de trés dias de idade, foi sugerida
uma possivel transmissdo transovariana ou contaminacéo via casca do ovo
(MCNULTY et al., 1984; THEIL e SAIF, 1987).

Devido a alta resisténcia da particula viral as condicbes adversas do
trato gastrointestinal, como o pH acido e as enzimas proteoliticas, o AVRV
consegue atingir o epitélio do intestino delgado onde estabelece a infeccao e
replicacdo nos enterdcitos maduros das vilosidades (MCNULTY e REYNOLDS,
2008). Apds a penetracdo do virus por endocitose, inicia-se o ciclo replicativo
no citoplasma dos enterdécitos, culminando com a lise celular e liberacdo de
virions aptos para infectar novos enterdcitos maduros (ALFIERI et al., 2000;
MCNULTY e REYNOLDS, 2008; RAMIG, 2004; RUIZ et al., 2009).

A destruicdo dos enterdcitos apicais resulta em diarreia por ma
absorcdo, tanto de 4gua como de nutrientes, além de reduzir a secrecdo de
dissacaridases, o que prejudica a absorcao dos dissacarideos da dieta e reduz
a disponibilidade energética as aves. Apos um curto periodo de incubacéo de
dois a cinco dias, em aves comerciais o0 AVRV pode variar de manifestacdes
subclinicas a enterite grave. Podem ser observadas manifestagbes como
desidratacéo, anorexia, ingestdo de cama de aviario, e sinais de desequilibrio

entérico como diarreia associada a cloaca e pés sujos com excretas aderidas,
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e maior umidade na cama (ALFIERI et al., 2000; DHAMA et al., 2015; GUY,
1998).

O pico de excrecao viral ocorre de dois a cinco dias poés-infeccéo,
podendo se prolongar até 16 dias. Em decorréncia da grande injuria tecidual,
as criptas intestinais realizam a reposi¢cdo celular com células cuboides,
imaturas morfolégica e fisiologicamente(MCNULTY e REYNOLDS, 2008;
TAMEHIRO et al., 2007). As células cubodides sao refratarias a infeccéo pelo
rotavirus o que determina a caracteristica auto limitante da infeccdo, porém
com reduzidas capacidades absortivas e digestivas dos nutrientes (ALFIERI et
al., 2000; 2007; BERCHIERI et al., 2009; MCNULTY e REYNOLDS, 2008;
RAMIG, 2004).

Os achados de necropsia mais evidentes nas enterites envolvendo o
AVRV sdo aumento de fluido e gas, palidez e perda do tdnus no intestino
delgado e ceco, erosdes amarronzadas no duodeno e jejuno. Nos achados
histopatolégicos a superficie das vilosidades se apresenta reduzida, rugosa e
desuniforme com descamacdo e vacuolizacdo basal dos enterdcitos,
alargamento da lamina propria com infiltracdo linfocitaria e polimorfonuclear
(BERCHIERI et al., 2009; DHAMA et al., 2015). Alteracdes histopatologicas no
intestino delgado em infec¢des experimentais com AvRV-A podem ser mais
intensas no duodeno que no jejuno (HAYNES et al.,, 1994; MCNULTY et al.,
1983). Otto et al. (2006) demonstraram um maior numero de lesfes nas
porcdes do jejuno e ileo relacionadas a infeccdo com AvRV-D, bem como
maior gravidade e maior associacdo com a SMA. Além disso, a co-infec¢ao por
duas espécies de AVRV com tropismo por diferentes por¢cbes do intestino
constitui um fator complicante e frequente a campo, intensificando a gravidade
da infeccdo (BERCHIERI et al., 2009; DHAMA et al., 2015; MCNULTY e
REYNOLDS, 2008; MCNULTY et al., 1983; OTTO et al., 2006).

As espécies A, D, F e G de AVRV ja foram isoladas de diferentes
espécies de aves, sendo as espécies D, F e G exclusivas de aves (DAY e
ZSACK, 2013; ESTES e KAPIKIAN, 2007; MCNULTY e REYNOLDS, 2008). Os

trabalhos de prevaléncia tém demonstrado uma maior frequéncia de ocorréncia
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envolvendo as espécies AVRV-A e AVRV-D (HAYNES et al., 1994; KARIM et
al., 2007b; KATTOOR et al., 2013; OTTO et al., 2012)

O primeiro relato de infeccdo por AVRV foi em 1977 por Bergeland et al.
(1977), a partir da andlise do conteudo entérico de perus. Desde entéo, varios
relatos indicam o AVRV como agente amplamente disseminado em plantéis de
frango de corte comerciais na Escocia, Alemanha, Reino Unido, Pol6nia,
Suécia, ltalia, Franca, Holanda, Bélgica, Bangladesh, india, China, Japéo,
Estados Unidos, Cuba, Brasil e Argentina (BESERRA et al., 2014; DAY et al.,
2013; JINDAL et al., 2012; KARIM et al., 2007b; MCNULTY et al., 1983;
MCNULTY e REYNOLDS, 2008; MCNULTY et al., 1979; OTTO et al., 2006;
2012; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007; SAIF et al., 2008; SPACKMAN et al.,
2010).

No Brasil, o AVRV foi identificado pela primeira vez por Alfieri et al.
(1989), em frangos de corte com sinais clinicos de diarreia. Posteriormente,
estudos envolvendo diferentes estados (RS, SC, PR, SP, MG, GO, RJ, BA, CE,
PA), demonstraram que a frequéncia de deteccdo do AvRV em frangos de
corte variou entre 7,7% e 54,3% (ALFIERI et al.,, 1989; BELLO, 2010;
BESERRA, 2013; BESERRA et al., 2014a,b; BEZERRA, 2012; BEZERRA et
al., 2012; 2014; MASCARENHAS et al., 2016 METTIFOGO et al., 2014; RIOS,
2010; RIOS et al., 2012; SILVA et al, 2013; TAMEHIRO et al.,, 2003;
VILLARREAL, 2006). Esta discrepancia pode ser atribuida as diferentes
metodologias empregadas, tanto de amostragem (natureza da amostra, idade
das aves, condicao clinica) quanto das técnicas analiticas (EGPA, ELISA, RT-
PCR, microscopia eletronica de transmisséo, cultivo celualr). A maioria dos
estudos realiza a coleta em forma de pool de excretas para diagnéstico de
AVRV. No entanto, isto pode reduzir drasticamente as chances de deteccao do
virus, principalmente gquando sédo aplicados métodos de diagndsticos pouco
sensiveis como a EGPA (BEZERRA et al.,, 2012; MASCARENHAS et al.,
2016).

As espécies de AVRV de maior ocorréncia no Brasil sdo AVRV-A e
AVRV-D com frequéncias de 35 a 53% (BESERRA et al., 2014a; BEZERRA,
2012; BEZERRA et al., 2012; BEZERRA et al., 2014; SILVA et al., 2013). As
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espécies AVRV-F e AVRV-G também ja foram relatadas em frangos de corte,
porém com menor frequéncia (9,4 — 18,5%) utilizando a RT-PCR (BESERRA et
al. 2014b, MASCARENHAS et al., 2016).

Contudo, dados relativos a morbidade e as taxas de refugagem bem
como 0s prejuizos econdmicos na avicultura industrial ocasionados pelo AvRYV,
ainda sé@o escassos no pais (ALFIERI et al., 2000; BELLO, 2010; BEZERRA et
al., 2012; BESERRA et al., 2014a,b; RIOS et al., 2012; SILVA et al., 2013;
TAMEHIRO et al., 2003; VILLARREAL, 2006; VILLARREAL et al., 2006).

Entre as técnicas disponiveis para diagnostico direto de RV, incluem a
microscopia eletrénica, isolamento viral em cultivo celular, ELISA direto, EGPA,
RT-PCR e suas variacdes. Destas, as mais utilizadas na rotina diagnoéstica sao
a EGPA e a RT-PCR. A baixa complexidade de execucdo associada a
especificidade e/ou sensibilidade destas técnicas, constituem as principais
vantagens para utilizacdo na rotina laboratorial (ESTES e KAPIKIAN, 2007;
DHAMA et al., 2015).

A grande quantidade de particulas virais excretadas no periodo agudo
da infeccdo, associado ao aspecto segmentado do genoma do RV, permite a
aplicacdo da técnica de EGPA para a identificacdo desse virus. O dsRNA
gendmico pode ser extraido de particulas virais semi-purificadas e separado de
acordo com as massas moleculares e a velocidade de migracao, utilizando-se
a técnica de EGPA que permite a visualizacdo da variabilidade eletroforética
pelo perfil de migracdo, permitindo tracar um perfil epidemiolégico molecular
das espécies de RV circulantes (GUY, 1998; OTTO et al., 2012; TAMEHIRO et
al., 2003).

A EGPA oferece simplicidade, economia e rapidez no diagnostico de RV
(HERRING et al., 1982; PEREIRA et al., 1983b). Porém, a classificacdo de uma
espécie baseada na analise de migragdo do dsRNA €& complexa pela
possibilidade de rearranjos gendmicos, coinfeccbes com outros virus
segmentados como picobirnavirus (PBV) e reovirus, ou ainda infec¢cdes mistas
de RV (DESSELBERGER, 1996; JOHNE et al.,, 2011; TODD e MCNULTY.,
1986). Portanto, os métodos de amplificagdo gendmica sdo amplamente

utilizados para confirmar a classificacdo das espécies de RV detectadas na
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EGPA, apresentando maior especificidade e sensibilidade quando comparada
a EGPA (ASANO et al., 2011; MATTHIINSSENS et al., 2010; MCNULTY et al.,
1984; OTTO et al., 2006; PEREIRA et al., 1983a,b; SCHUMANN et al., 2009;
TODD et al., 1980; TROJNAR et al., 2009; URSU et al., 2009).

A persisténcia do AVRV mesmo em propriedades altamente tecnificadas
é favorecida por diversos fatores, tais como: alta concentracdo de particulas
virais excretadas no periodo agudo da doenca (10° a 10 particulas
virais/grama de excretas); resisténcia dos virions as condicdes ambientais e
aos produtos quimicos utilizados em desinfeccdo; presenca de infecgbes
subclinicas e de adultos portadores assintomaticos; possibilidade de
transmissao entre espécies (infeccdes heterdlogas), e carater endémico da
infeccdo (ALFIERI et al.,, 2000; BERCHIERI et al., 2009; MCNULTY e
REYNOLDS, 2008).

Na avicultura industrial, o vazio sanitario e a reutilizacdo da cama de
aviario; a limpeza e desinfeccao das instalacdes e equipamentos; e as politicas
de biosseguridade entre os nlcleos de criacdo constituem aspectos criticos
para a manutencdo do padrdo higiénico-sanitario (BERCHIERI et al., 2009;
DINIZ et al.,, 2015). Assim, uma maior interagdo do controle ambiental e
higiénico-sanitario do plantel torna-se imprescindivel para mitigar os sinais
clinicos e reduzir a transmissdo horizontal (BERCHIERI et al., 2009;
TAMEHIRO et al., 2003; SCHUMANN et al., 2009).

Devido a grande variabilidade do AvRV bem como a dificuldade no
isolamento de AVRV em cultivo celular, ainda ndo se tem um modelo de vacina
utilizado comercialmente, ou tratamento especifico afim de mitigar a infeccao
por AVRV (BERCHIERI et al., 2009; DHAMA et al., 2015). Portanto, as boas
praticas de manejo quanto ao controle de temperatura, ventilacdo e umidade
relativa do ar no interior do aviario, e na qualidade de insumos (agua e racao)
sao requisitos fundamentais nas primeiras semanas de idade para minimizar 0os
fatores predisponentes para a infeccdo. Além disso sd@o preconizadas as
medidas de biosseguranca higiénico-sanitarias de rotina que previnem a
maioria dos transtornos a saude das criacdes avicolas, tais como o descarte de

aves refugos e com sinais clinicos de enterite, manejo all in/all out, respeito ao
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tempo de vazio sanitério, limpeza e desinfeccdo das instalacbes e
equipamentos, manejo de reutilizacdo da cama respeitando o tempo de
fermentacado e controle de pragas (ALFIERI et al., 2000; 2007; BERCHIERI et
al., 2009; MCNULTY et al., 1984; TAMEHIRO et al., 2003; ZAVALA, 2006).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de AvRV em plantéis avicolas comerciais no

municipio de Palotina, Parana.

4.2 Objetivos especificos

Detectar e identificar os eletroferogrupos de AvRV em conteudo entérico de
frangos de corte refugo, com sinais de SMA, e em aves clinicamente
saudaveis provenientes de granjas industriais do municipio de Palotina,
Parana;

Correlacionar a frequéncia de ocorréncia de AVRV com o indice de
eficiéncia produtivo (IEP) dos lotes aviarios;

Detectar e identificar os eletroferogrupos de AvRV em amostras de cama
de aviario;

Avaliar as alteracfes histoldégicas e morfométricas do intestino delgado de
aves refugos infectadas pelo AvVRV e de aves clinicamente sadias
(controle);

Correlacionar a presenca das espécies de AVRV com o grau de severidade
das alteracdes histoldgicas em diferentes por¢cdes do intestino delgado;

Avaliar possiveis correlacdes da presenca de AVRV e a SMA.
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5 CAPITULO 1 - ROTAVIRUS AVIARIO: OCORRENCIA,
CARACTERIZACAO DO PERFIL ELETROFORETICO E AVALIACAO
HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA EM FRANGOS DE CORTE
NATURALMENTE INFECTADOS.

Resumo

Na producéo avicola as infecgBes entéricas afetam diretamente o desempenho das
aves. A deteccao de rotavirus aviario (AvRV) tem sido associada a enterite em frangos de corte
e a Sindrome da Ma Absorcéo (SMA). Este estudo teve como objetivos investigar a frequéncia
da ocorréncia de AvVRV; caracterizar os eletroferogrupos de AvRYV e avaliar histologicamente o
intestino delgado de frangos de corte naturalmente infectados. Foram coletadas amostras
individuais de contelido entérico e trés porcdes do intestino delgado (P1/P2/P3) de frangos de
corte refugo com sinais da SMA (n=256), de frangos de corte clinicamente saudaveis (controle)
(n=24), e amostras de cama (n=36) de 12 lotes aviarios do municipio de Palotina com
diferentes indices de eficiéncia produtiva (IEP). Para deteccdo do AVRV no conteddo entérico
foi utilizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). As por¢cbes do intestino dos
frangos positivos na EGPA para AvRV e das frangos controle foram avaliadas
histologicamente. AvRV foi detectado em 10/12 (83%) dos lotes avaliados, e em 60/256
(23,44%) das amostras de frangos refugo, tendo sido identificados os perfis eletroforéticos de
rotavirus aviario espécie A (AvRV-A), rotavirus aviario espécie D (AvRV-D) e rotavirus aviario
espécie F (AVRV-F) em 9 (15%), 18 (30%) e 33 (55%) amostras, respectivamente. Nas
amostras de frangos clinicamente saudaveis foi identificado o perfil AvRV-A e AvRV-D em duas
amostras distintas. Em 29 (11,3%) das amostras o perfil foi inconclusivo. Nas amostras de
cama foi possivel detectar AVRV-A e AVRV-F em lotes distintos de IEP ruim, e AVRV-F em um
lote de IEP regular. A taxa de deteccdo de AVRYV foi estatisticamente maior em lotes de IEP
ruim quando comparado ao IEP bom. As lesdes avaliadas foram compativeis com a SMA, e
mais acentuadas nos casos associados a infeccdo pelo AvRV-A. Na histomorfometria, a
reducdo do comprimento de vilo e relagédo vilo/cripta nas por¢des mais craniais do intestino
delgado foram estatisticamente significativas dos frangos de corte infectados por AVRV quando
comparadas as amostras controle. Este estudo relata a ocorréncia das espécies A, D e F em
frangos de corte de planteis comerciais e demonstra indicios da associacdo do AVRV com a
SMA.

Palavras-chave: rotavirus, frango de corte, indice de eficiéncia produtiva, avaliacdo

histopatolégica, histomorfometria, sindrome da ma absorcéo
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5.1 Introducéao

As enterites ocasionam perdas econdmicas significativas na avicultura
industrial, em decorréncia da diarreia, desidratacdo e reducdo da conversao
alimentar que resultam no baixo desenvolvimento corporal dos animais
afetados. A causa da enterite € complexa, multifatorial e multietiolégica (GUY,
1998; SAIF et al.,, 2008). Entre os agentes virais, tem sido atribuido aos
rotavirus (RV) a etiologia priméria da enterite em frangos de corte bem como
da Sindrome da Ma Absorcdo (SMA) (HAYNES et al., 1994; MCNULTY et al.,
1983;1984a; OTTO et al., 2006; YASON e SCHAT, 1986). A SMA ou Runting
Stunting Syndrome (RSS) é a denominacéo utilizada para caracterizar o quadro
clinico de enterite, anorexia e severa perda de peso principalmente nas duas
primeiras semanas de idade das aves. Entre as consequéncias da SMA,
incluem a refugagem dos animais e desuniformidade dos lotes, que culminam
com baixos indices de eficiéncia produtiva e significativos prejuizos
econdmicos (DECAESSTECKER et al., 1986; MCNULTY e REYNOLDS, 2008;
REBEL et al., 2006).

O RV pertence a familia Reoviridae e é classificado em oito espécies
distintas (A a H) das quais A, D, F e G podem acometer as aves (ICTV, 2014).
O genoma viral do RV é constituido por 11 segmentos de RNA fita dupla
(dsRNA) de tamanhos moleculares distintos. O agrupamento dos segmentos
gendmicos em gel de poliacrilamida permite a caracterizagdo das diferentes
espécies de RV de acordo com os padrées de migracdo. Em aves sao
observados os seguintes padrdes de migracdo de acordo com as espécies de
RV: A (5:1:3:2), D (5:2:2:2), F (4:1:2:2:2) e G (4:2:2:3) (ESTES e KAPIKIAN,
2007; TODD e MCNULTY, 1986).

Devido & alta excre¢do viral no periodo agudo da doenca (10'° a 102
particulas virais/grama de excretas) e a caracteristica segmentada do genoma,
a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) é uma ferramenta
diagnostica de facil aplicacdo, que ainda permite caracterizar o RV em
eletroferotipos e eletrferogrupos (ALFIERI et al., 2000; GUY, 1998; TODD e
MCNULTY, 1986).
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O presente estudo reporta a ocorréncia e caracterizacdao do perfil
eletroforético de AVRV detectados em amostras de conteddo entérico de
frangos refugos com sinais de SMA, provenientes de aviarios comerciais em
uma regiao altamente produtora. Ainda, descreve as alteracdes histolégicas no
intestino delgado de frangos naturalmente infectados e frangos clinicamente
saudaveis, e avalia possiveis associagfes entre a presenca do AVRV e a SMA.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Local do estudo — O estudo foi conduzido no municipio de Palotina,
localizado na mesorregido oeste do estado do Parana, que abriga a sede e o
complexo avicola da quinta maior empresa exportadora de carne de frango do
Brasil (ABPA, 2015; BELUSSO e HESPANHOL, 2010).

5.2.2 Lotes aviéarios e aves — Foram avaliados doze lotes (A a L) de aviarios
comerciais de frango de corte com densidade entre 12 aves/m? - 15.6 aves/m2,
Os lotes foram selecionados de acordo com os indices de eficiéncia produtiva
(IEP) categorizados pela empresa integradora como bom (n=4); regular (n=4),
ou ruim (n=4). O IEP é o principal indicador para mensurar o desempenho
zootécnico de um lote de frangos de corte, e utiliza os parametros de ganho de
peso diario (kg), viabilidade (%) e conversdo alimentar para determinar a
eficiéncia produtiva (AVILA et al., 1992).

Foram avaliados frangos de corte da linhagem COBB 500 com idades
entre 7 a 14 dias que recebiam dieta comercial e agua ad libitum. De cada lote
foram selecionadas 20 a 22 aves refugos (n=256) e dois frangos clinicamente
saudaveis (controle) (n=24), totalizando 280 aves. Os frangos refugos
apresentavam sinais clinicos indicativos da SMA, como tamanho reduzido,
prostracdo, cloaca com excretas aderidas e penas ericadas. As aves
amostradas foram eutanasiadas por deslocamento cervical manual (resolucéo
n° 1000/2012 do CFMV) para coleta de conteudo entérico e porcdes de
intestino delgado, representativas de cada individuo (Tabela 1). As coletas

foram realizadas nos meses de fevereiro, marco e outubro de 2015.
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Tabela 1 - Caracterizacao dos lotes e amostras coletadas de aviarios de frangos de corte do
municipio de Palotina, PR.

AMOSTRAS COLETADAS (n)

LOTES AVIARIOS . e ~
Contéudo entérico; porcdes

do ID" (P1; P2; P3)

- Data da Idade das Cama
IEP? gg?é%g coleta aves de r:f\ij eso Aves controle
(dias) aviario 9
A 13/02/2015 14 3 20 2
B 27/02/2015 8 3 22 2
Bom C 27/02/2015 8 3 22 2
D 15/10/2015 13 3 22 2
E 26/02/2015 9 3 20 2
F 02/03/2015 9 3 22 2
Regular G 13/02/2015 14 3 22 2
H 15/10/2015 14 3 22 2
I 13/02/2015 8 3 20 2
J 13/02/2015 9 3 22 2
Ruim K 05/03/2015 7 3 22 2
L 15/10/2015 14 3 22 2
TOTAL 36 256 24

% indice de Eficiéncia Produtiva; ® Intestino delgado: P1= duodeno medial; P2= jejuno-medial;
P3= jejuno adjacente ao vestigio do saco vitelinico

5.2.3 Coleta de amostras:

o Cama de aviério — De cada lote aviario foram selecionados trés pontos
aleatorios para coleta da cama de aviario. As amostras foram armazenadas em
frascos individuais, e acondicionadas em caixa térmica com gelo reciclavel para
transporte. Posteriormente as amostras foram armazenadas a -20°C até o
processamento laboratorial.

o Amostras histolégicas — Imediatamente apds a eutanasia os intestinos
de cada ave foram removidos. Foram coletadas trés seccdes transversais de 3
a 5 cm de comprimento do intestino delgado de cada ave. A primeira por¢cao
(P1) correspondeu ao duodeno medial, a segunda (P2) ao jejuno-medial, e a
terceira (P3) ao jejuno adjacente ao vestigio do saco vitelinico (Diverticulo de
Meckel). As amostras histolégicas foram imediatamente fixadas em formalina
tamponada 10%.

o ContelGdo entérico — A necropsia procedeu-se a compresséo digital do
intestino grosso para extravasamento do contetdo entérico em microtubos. As

amostras foram imediatamente acondicionadas em caixa térmica com gelo
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reciclavel para transporte, e posteriormente mantidas a -20°C até o
processamento laboratorial.

5.2.4 Processamento laboratorial:

o Suspensfes fecais — As amostras de conteldo entérico e cama de
aviario foram diluidas em solucéo tampao de estabilizacdo de rotavirus (TERV),
pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM; NaCl 10 mM; 2-mercaptoetanol 1,5 mM; CaCl, 3 mM)
com concentracdo final de 10 a 20% (peso/volume), homogeneizadas por
agitacdo mecanica vigorosa, centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, tendo o
sobrenadante recolhido e estocado a -4°C para posterior andlise.

. Extragcdo de acido nucleico viral — Aliquotas de 450 pL das
suspensfes fecais foram tratadas com sédio dodecil sulfato (SDS) com
concentracdo final de 1% (volume/volume) homogeneizadas e mantidas em
banho-maria a 56°C por 30 minutos. Apds, a extracdo do dsRNA foi realizada
utilizando uma combinac@o das técnicas fenol/ cloroférmio/ alcool isoamilico
(25:24:1) e silica/ tiocianato de guanidina com pequenas modificacdes
(ALFIERI et al., 2006). Para a validacao dos procedimentos de extracao, foram
inclusas aliguotas de agua DPEC como controle negativo e amostras fecais de
bovinos rotavirus A positivas como controle positivo.

o Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) — Os acidos nucleicos
extraidos foram submetidos a EGPA 7,5% e corados com nitrato de prata para
avaliacdo dos perfis eletroforéticos do dsRNA segmentado de AvVRV
(HERRING et al., 1982; PEREIRA et al., 1983).

o Processamento histolégico — Nas amostras de aves controle e
positivas para AVRV o0s tecidos intestinais fixados em formol foram
processados rotineiramente para coloragcdo de hematoxilina-eosina segundo
Luna, (1968). As laminas foram analisadas em microscopio de luz acoplado ao
sistema de captura de imagens Leica Application Suit L.A.S. vers&o 3.8°.

o Morfometria intestinal — Com auxilio do programa Image-Pro Plus®
versao 4.5.0.29 foram aferidas altura e largura das vilosidades, e profundidade
da regiao de cripta para determinacao da relagao vilo/cripta . Por seccéo foram
mensurados 10 vilos e 10 criptas.

o Avaliacdo das lesbes microscopicas — Os segmentos do intestino

foram avaliados qualitativamente quanto a presenca de lesbes como
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espessamento, atrofia e fusdo de vilosidades; presenca de
granulécitos/heterofilos; apoptose de enterdcitos; abcesso de criptas e infiltrado
inflamatorio de lamina propria. As lesdes foram classificadas conforme a

gravidade em: ausente (-); leve (+); moderada (++) e acentuada (+++).

5.2.5 Analise estatistica — Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade (PROC UNIVARIATE), e as variaveis que ndo apresentaram
distribuicdo normal foram transformadas (PROC RANK) buscando-se

normalizar os dados para execucao da analise de variancia.

Os dados de frequéncia de AVRV e dos diferentes eletroferogrupos
detectados nas aves foram submetidos a analise de variancia (PROC GLM) em
relacdo ao IEP dos lotes e aos grupos etarios (7 a 9 dias; 13 e 14 dias).
Quando o efeito de manejo foi significativo, as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (PROC MEANS); para o efeito significativo de grupos etarios,
procedeu-se a comparacdo das médias pelo teste de Fischer (PROC GLM).

Os dados de histomorfometria do intestino delgado das aves que
apresentaram infec¢@o por rotavirus foram submetidos a andlise de variancia
(PROC GLM) em relacéao aos diferentes eletroferogrupos de AvRYV identificados
nos individuos avaliados. A idade das aves foi utilizada como covariavel nas
analises de variancia em que foram avaliados os efeitos dos eletroferogrupos
de AVRYV identificados nos individuos avaliados dentro de cada grupo etério,
buscando-se melhorar a acuracia dos modelos estatisticos adotados. Para o
efeito significativo de grupos etéarios, procedeu-se a comparacdo das médias
pelo teste de Fischer (PROC GLM); e para o efeito significativo de AvRV, as
médias dos grupos infectados foram comparadas com a média do grupo
controle pelo teste de Dunnett (PROC LSMEANS).

Adotou-se o nivel de significancia de 10% para todas as analises, que

foram realizadas no programa Statistical Analysis System (SAS), verséo 9.0.

5.2.6 Bioética — O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, sob o
Protocolo n°® 15/2014.
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5.3 Resultados

5.3.1 Deteccédo de AVRV por EGPA

O AVRYV foi detectado em 10 (83%) dos 12 lotes aviarios avaliados. Das
256 amostras de conteudo entérico, representativas de cada frango refugo, foi
possivel a deteccdo e caracterizacdo eletroforética das espécies de AVRV em
60 (23,44%) amostras. As espécies AVRV-A (5:1:3:2), D (5:2:2:2) e F
(4:1:2:2:2) foram identificadas em 9 (15%); 18 (30%) e 33 (55%) amostras,
respectivamente. O perfil eletroferogrupo AvRV-D foi confirmado por RT-PCR
com amplificacdo parcial do gene VP6 e sequenciamento genémico (dados ndo
mostrados) (BEZERRA et al., 2012).

Além disso, 12 amostras de contetudo entérico revelaram-se positivas
para Picobirnavirus (PBV), entre as quais cinco apresentaram co-infecgédo com
AVRV-F. As amostras positivas para PBV foram confirmadas por RT-PCR com
a amplificacédo parcial do gene RdRp (dados ndo mostrados) (ROSEN et al.,
2000). A distribuicdo dos resultados em numeros absolutos de acordo com o0s
lotes avaliados esta representada na Tabela 2. Em 29/256 (11,3%) amostras
nao foi possivel definir o eletroferogrupo de AvRV devido a baixa resolucéo dos
fragmentos gendmicos, perfil de migracéo eletroforética atipico ou presenca de
multiplas bandas sugestivas de infeccdo mista. A Figura 1 ilustra os padrdes

eletroforéticos detectados neste estudo.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida seguida pela coloracao por nitrato de prata
de acidos nucleicos extraidos de contetdo entérico de frangos de corte refugos dos aviarios
comerciais de Palotina, PR (fevereiro a outubro de 2015). As chaves representam o nimero
de segmentos gendmicos de acordo com o perfil de migragéo eletroforética das espécies de
AVRV. Painel A: Canaletas 1 e 9: Controle positivo RVA bovino (padréo 4:2:3:2); Canaletas 4
e 7: eletroferogrupo de AvRV-A (padréo 5:1:3:2); Canaletas 2 e 8: eletroferogrupo AvRV-D
(padrao 5:2:2:2); Canaletas 3 e 5: eletroferogrupo AVRV-F (padrdo 4:1:2:2:2); Canaleta 6 (*):
eletroferogrupo inconclusivo. Painel B: Canaleta 1: eletroferogrupo AvRV-A; Canaleta 2:
Picobirnavirus (PBV).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 01 02

Das 24 amostras representativas dos frangos de corte controle, o AvRV
foi detectado em apenas duas, sendo uma amostra positiva para AVRV-A e um
de AVRV-D. Entre as 36 amostras de cama avaliadas, o AvRYV foi detectado em
uma amostra de lote com IEP regular (AVRV-F) e em duas camas de lotes
distintos com IEP ruim (AVRV-A e AVRV-F).
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Tabela 2 - Distribuicao das espécies de AvRV e PBYV detectadas em amostras de contetdo
entérico de aves refugos de acordo com o indice de eficiéncia produtiva (IEP) dos lotes de
aviarios do municipio de Palotina, PR.

Aviarios Resultado da EGPA?
o
IEP Loe 'dadedas n°aves oy A ARV-D AVRV-F pBv AVRVFE+
aves (dias) coletadas PBV

A 14 21 nd 2 6 1 1

B 8 22 nd nd nd nd nd

Bom C 8 22 nd nd 2 nd nd

D 13 22 1 nd nd nd nd

Subtotal 87 1 2 8 1 1

E 9 20 nd nd nd nd nd

F 9 22 nd nd 3 1 nd

Regular G 14 20 nd nd 10 nd 4

H 14 22 3 nd nd 3 nd

Subtotal 84 3 nd 13 4 4

| 8 21 nd nd 3 nd nd

J 9 22 nd nd 4 nd nd

Ruim K 7 20 nd 16 nd nd nd

14 22 5 nd nd 2 nd

Subtotal 85 5 16 7 2 nd

TOTAL 256 9 18 28 7 5
®nd = ndo
detectado

Na analise de correlacdo do AvRV com os indices zootécnicos, foi
observada diferenca estatistica com maior frequéncia de detec¢do em frangos
refugo de lotes com IEP ruim em comparacgao aos lotes com IEP bom (Teste de
Tukey, p= 0,007). Embora os lotes de IEP regular ndo diferiram
estatisticamente do IEP bom e ruim, o mesmo se manteve em uma categoria
intermediaria na frequéncia de deteccdo do AVRV (Tabela 3). Quanto a
distribuicdo dos resultados por espécies de AVRV e faixa etaria dos frangos
acometidos, a ocorréncia de AVRV-A ocorreu somente em frangos com 13 a 14
dias (Teste de Fischer, p<0,0001). Em contrapartida, as espécies D e F foram
significativamente mais frequentes nos frangos com 7 a 9 dias de idade (Teste
de Fisher, p< 0,05).
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Tabela 3 - Distribuicdo da frequéncia de diagndstico de AvRYV pela técnica de EGPA em
frangos de corte refugos de acordo com a classificacéo do indice de eficiéncia produtiva (IEP)
dos lotes de aviarios do municipio de Palotina, PR.

Diagnostico de AVRV por EGPA

IEP lotes Positivo (%) Negativo (%) TOTAL
Bom 12 (13,79)® 75 (86,2) 87
Regular 20 (23,8)*® 64 (76,2) 84
Ruim 28 (33)" 57 (67) 85
TOTAL 60 (23,44) 196 (76,56) 256

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,10)

5.3.2 Avaliacéao histopatolégica

Para a avaliacdo histopatolégica qualitativa e de morfometria intestinal,
foi possivel obter cortes histolégicos com qualidade satisfatéria de 16 amostras
de frangos controles e de 41 amostras de frangos refugo positivos para AvRV.
Nas aves controles, as alteracdes histopatoldgicas, quando presentes, eram de
grau leve, com predominio de espessamento de vilo nas trés porcbes do
intestino delgado e infiltrado inflamatério de lamina propria na P1. O
comprimento das vilosidades diminuiu ao longo do intestino delgado, com
maior tamanho na por¢ao cranial, como € esperado histologicamente (OTTO et
al., 2006). A relacao vilo/cripta variou entre 9,02 um + 2,54 na P1, na P2 6,40
pm+1,98 e P35,27 um = 1,97.

Nas amostras provenientes de aves refugos, as lesées mais acentuadas
de espessamento, atrofia e fusdo das vilosidades, abcesso de cripta, presenca
de granulécitos e infiltrado inflamatério de lamina propria foram visualizadas
nas amostras positivas para AvVRV-A em todas as porcdes avaliadas, porém
mais acentuadas nas por¢des P1 e P2 (Fig. 2A). Nos casos identificados com

acentuada atrofia a relacao vilo/cripta foi de 4,17 a 5,17 um na P1.

Foi identificado em amostras positivas para AvRV-D. Abcesso de cripta
(leve a moderado) com grau leve de apoptose de enterécitos nas porcdes P1 e
P2 (Fig. 2B). Na estratificagéo por idade, as aves de 7 a 9 dias apresentaram

atrofia de vilo (leve a acentuada) na porcdo P3 (Fig. 2C).

Na avaliacdo histolégica do intestino delgado de frangos infectados pelo

AVRV-F foram observadas lesGes, como presenca de granuldcitos e infiltrado
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inflamatdrio de 1amina prépria (Fig. 2D), que variaram de grau leve a moderado
em todas as porcbes (P1, P2 e P3) avaliadas. As lesbes de espessamento,
atrofia e fusdo de vilos foram mais evidentes nas porcdes P2 e P3 de frangos

refugos entre 7 a 9 dias.

Figura 2 - Alteracdes histoldgicas detectadas no intestino delgado de frangos de corte refugo
infectados pelo rotavirus aviario (AvRV). (A) LesGes acentuadas de espessamento, atrofia e
fuséo de vilos, e abcesso de cripta (*), na por¢cdo P1 (duodeno medial) de frango de 14 dias;
AVRV-A positiva; relagao vilo/cripta de 5,7 um; aumento 6x. (B) Presenca leve de células
apoptoticas (seta) na porgdo P1 (duodeno medial) de frango de 14 dias; AvRV-D positiva;
aumento 40x. (C) LesBes acentuadas de atrofia e fuséo de vilos com presenca de
granuldcitos (seta), e abcesso de cripta (*) na porgéo P3 (jejuno adjacente ao vestigio do saco
vitelinico) em frango de 7 dias; AvRV-D positiva; relagcéo vilo/cripta de 1,7 um; aumento 20x.
(D) Infiltrado inflamatério acentuado na lamina prépria (seta) na porcao P2 (jejuno medial) de
ave de 9 dias; AVRV-F positiva, aumento 40x. Sec¢édo em parafina, H&E.
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5.3.3 Avaliagcdo morfomeétrica e estatistica

Na avaliagdo morfométrica as médias de comprimento de vilo (um),
profundidade de cripta (um) e relagéo vilo/cripta (um) foram compiladas em
dois grupos etérios, grupo de 7 a 9 dias e grupo de 13 a 14 dias (Tabela 4). Na
faixa etaria de 7 a 9 dias as amostras provenientes de aves positivas para
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AVRV-D diferiram do grupo controle na relacdo vilo/cripta das porcdes P1 e P2
(Teste de Dunnet, p=0,02), enquanto que as positivas para AVRV-F
apresentaram diferenca somente na porcédo P1 (Teste de Dunnet, p=0,02). No
grupo etario de 13 a 14 dias, as trés espécies de RV detectadas apresentaram
diferenga estatistica quando avaliado o comprimento de vilo em relagcdo ao
controle (Teste de Dunnet, p = 0,01), porém somente o grupo infectado com
AVRV-A apresentou diferenca estatistica na razdo vilo/cripta da porcao P1
(p=0,002) quando comparada ao controle. Em nenhuma faixa etaria foi
observada diferenca estatistica na por¢cdo P3 e na profundidade de cripta das
porcdes avaliadas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Médias de comprimento de vilo (um), profundidade de cripta (um) e relagéo vilo/cripta (um) dos trés segmentos do intestino delgado (P1, P2, P3)
de frangos de corte refugos e controle, estratificados em duas faixas etarias (7-9 e 13-14 dias).

Idgde Condicio Comprimento de vilo (um) Profundidade de cripta (um) Relagao Vilo/cripta (vi/cr)
(dias) Pl P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3
Controle 1038,35 839,04 656,09 132,35 142,95 136,33 8,22 6,30 5,08
7.9 AVRV-A nd nd nd nd nd Nd nd nd nd
AVRV-D 884,49 608,53 487,99 171,33 154,22 129,47 555* 4,13* 3,83
AVRV-F 1041,43 757,94 631,40 183,51 163,54 131,54 599* 4,85 5,03
Controle 1714,99 929,44 701,58 177,45 156,59 134,26 10,05 6,52 5,52
13-14 AVRV-A 1299,91* 850,66 810,39 202,79 169,34 165,64 6,17* 5,20 5,01
AVRV-D 1332,97* 1008,83 825,57 185,96 157,19 149,84 7,15 6,74 6,01
AVRV-F 1464,32* 1013,92 804,81 178,36 136,62 116,89 8,26 6,36 6,78

* Médias que diferem apenas do grupo controle de acordo com o teste de Dunnett (P<0,10)

Porc¢d@es intestino delgado: P1= duodeno medial; P2= jejuno-medial; P3= jejuno adjacente ao vestigio do saco vitelinico;

nd = ndo detectada
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5.4 Discussao

A ocorréncia de AvRV em frangos de corte ja foi descrita com frequéncias
variaveis em diversos paises (MCNULTY e REYNOLDS, 2008). Em nosso estudo,
de 256 amostras de conteudo entérico de frangos de corte refugo avaliadas, 60
(23,44%) foram positivas para AVRV pela técnica de EGPA. Em estudos que
também utilizaram a EGPA como ferramenta diagndstica, a frequéncia de ocorréncia
do AVRV variou de 0,86 a 64% em diferentes localidades na Iindia e Alemanha
(AHMED e AHMED, 2006; ALAM et al., 2011; ISLAM et al., 2009; KARIM et al.,
2007b; MALIK et al., 2013; OTTO et al., 2006; SAVITA et al., 2008). No Brasil as
frequéncias variaram entre 8,47 a 18% nos estados de Minas Gerais e Parana
(ALFIERI et al., 1989; RIOS et al., 2012; TAMEHIRO et al., 2003).

Entre as vantagens da EGPA esta a possibilidade de caracterizar a espécie
de AVRV pelo perfil de mobilidade eletroforética dos segmentos genémicos no gel de
poliacrilamida (MCNULTY et al., 1984b). Das 60 amostras positivas avaliadas neste
estudo, o AVRV-F foi o eletroferogrupo mais frequente (55%), seguido pelo AVRV-D
(30%) e AVRV-A (15%). Ainda, foram classificados como inconclusivos os perfis
eletroforéticos de 11,3% das amostras de frangos refugo, numa frequéncia inferior a
relatada (19,2%) em um estudo anterior no Brasil (TAMEHIRO et al., 2003). Embora
a EGPA permita a visualizacdo de eletroferogrupos e eletroferotipos distintos
(MCNULTY et al., 1984hb), a classificacdo de uma espécie baseada na analise de
migracdo do dsRNA é complexa pela possibilidade de rearranjos gendnicos,
coinfecgbes com outros virus segmentados como PBV e reovirus, ou ainda
infeccbes mistas de RV (JOHNE et al., 2011; SAVITA et al., 2008; SCHUMANN et
al., 2009; TODD e MCNULTY, 1986).

Diferentemente dos resultados apresentados neste estudo, o AvRV-D foi a
espécie de RV mais detectada em frangos de corte em outros trabalhos que
utilizaram a EGPA para identificacdo da espécie, com taxas de deteccdo entre
1,43% a 35% (ISLAM et al.,, 2009; KARIM et al., 2007a,b; MALIKI, et al., 20183;
OTTO et al.,, 2006; SAVITA et al., 2008).

Com a utilizag&o de técnicas mais sensiveis como a RT-PCR, foram relatadas
taxas de deteccdo de até 66% para AVRV-D e 82% para AVRV-A nos Estados
Unidos, india, e diferentes paises da Europa (KATOOR et al., 2013; OTTO et al.,
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2006; OTTO et al.,, 2012; PANTIN JACKWOOD et al., 2007). No Brasil foram
relatadas frequéncias de AvRV-D em frangos de corte variando entre 35,3% a 53,3%
e 0 AVRV-A entre 37,5% a 41,1%, seguida pela ocorréncia de AvRV-G com 10,6%
(BESERRA et al., 2014a; MASCARENHAS et al., 2016; SILVA et al., 2013).

hY

Em contraste a sugestdo de que a espécie AVvRV-F ocorra com menor
frequéncia em frangos (BESERRA et al., 2014b; OTTO et al., 2006; 2012) e
excretada em menores titulos (MASCARENHAS et al., 2016), o presente trabalho
obteve frequéncia de AVRV-F em 12,9% (33/256) das amostras de frangos de corte
refugo avaliadas por EGPA, sendo a espécie mais detectada. No Brasil, até o
presente momento, o AVRV-F s6 foi detectado por RT-PCR com taxas entre 9,4% e
18,5% utilizando RT-PCR (BESERRA et al., 2014b; MASCARENHAS et al., 2016)
portanto, este € o primeiro relato de identificacdo do AVRV-F por caracterizacdo
eletroferotipica em EGPA, no Brasil.

Embora em duas amostras controle tenha sido detectado AvRV, a frequéncia
encontrada em aves clinicamente saudaveis foi muito inferior que em aves
doentes/refugos, como ja relatado anteriormente (BEZERRA et al.,, 2012; 2014,
MCNULTY e REYNOLDS, 2008; OTTO et al., 2006; 2012; TAMEHIRO et al., 2003;
VILLARREAL et al., 2006).

As variacdes nas frequéncias de deteccdo observadas podem ser
influenciadas por fatores inerentes ao proprio hospedeiro (idade, linhagem, condicéo
imunoldgica), representatividade amostral (nUmero de amostras e método de coleta)
bem como pelo método analitico utilizado para o diagnéstico. (KARIM et al., 2007a;
OTTO et al., 2012; SILVA et al., 2013). A representatividade amostral, por coleta de
conteudo entérico individual, pode ser uma das explicacfes para a maior frequéncia
de AVRV-F relatada neste estudo. Beserra et al. (2014b) e Mascarenhas et al. (2016)
avaliaram pool de amostras de excretas de diferentes individuos. Neste método de
amostragem, uma amostra positiva pode tornar-se indetectavel na EGPA pela

reducdo da concentragdo viral frente a mistura com amostras negativas.

Uma vez que neste estudo ndo foram utilizados métodos de amplificacéo
gendmica, € muito provavel que as taxas de deteccdo de AVRV seriam superiores.
Das 28 amostras positivas pela RT-PCR somente quatro haviam sido detectadas por
EGPA, reiterando a sensibilidade da RT-PCR para detec¢do de baixos titulos virais
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(<10° particulas/mL de fezes) (OTTO et al., 2006). De acordo com Kohno et al.
(2000) o limite de deteccédo do rotavirus em fezes de criancas pela EGPA foi o
equivalente a 10° particulas/mL de fezes. No entanto, os resultados positivos na
EGPA sao significativos, pois refletem a alta excrecéo de particulas virais indicando
uma infecgéo aguda recente (HERRING et al., 1982; TODD et al., 1980).

Considerando a faixa etéaria, varios relatos indicam a maior ocorréncia de
AVRV nas duas primeiras semanas de idade em frangos de corte (AHMED e
AHMED, 2006; DECAESSTECKER et al., 1988; ISLAM et al., 2009; KARIM et al.,
2007a; MASCARENHAS et al., 2016; TAMEHIRO et al., 2003). Embora as amostras
do presente estudo representem uma faixa de variacdo estreita em relacdo a idade
(7 a 14 dias), a ocorréncia das espécies AVRV-D e AvRV-F foram estatisticamente
maiores no grupo etario 7 a 9 dias, enquanto o AvRV-A foi detectado somente no
grupo etério 13 a 14 dias. A ndo deteccdo de AVRV-A nas aves de 7 a 9 dias
corrobora os achados de McNulty et al. (1983) em um estudo longitudinal, onde o

AVRV-A néo foi excretado nas excretas de aves com menos de 14 dias.

Em contrapartida, estudos conduzidos no estado do Para relataram maior
ocorréncia do AVRV-D em frangos de corte entre 16 a 30 dias, e AVRV-A entre 30 a
45 dias (BEZERRA et al., 2014; SILVA et al., 2013). Entretanto, uma vez que estes
autores utilizaram a RT-PCR como método diagnéstico, esta comparacao deve ser
realizada com parcimbnia. De qualquer forma é notéria a multifatoriedade da
rotavirose aviaria, pois além dos fatores do proprio hospedeiro, o curso das
infeccbes sofre influéncia direta do manejo empregado e estresse ambiental
(MCNULTY et al., 1984b; SILVA et al., 2013).

Na avaliacdo morfométrica, a infeccdo pelo AVRV-A em aves de 13 e 14 dias
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle no comprimento dos
vilos e na razdo vilo/cripta da por¢cdo P1 do intestino delgado. Além disso, foi
observada uma maior presenca de lesdes moderadas a acentudas nas porcdes P1 e
P2, correspondentes aquelas com maior concentracdo de particulas virais descritas
por McNulty et al. (1983). As lesdes de espessamento, atrofia e fusdo de vilos,
presenca de granulécitos e infiltrado inflamatério na lamina prépria, embora mais

acentudas, estavam localizadas nas mesmas porcdes descritas por Meulemans et
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al. (1985) que relataram lesdes discretas de infiltrado inflamatério de 1amina propria
e moderada atrofia de vilosidades.

Nas infeccbes por AVRV-D foram observadas lesGes nas trés porcdes de
intestino avaliadas. O grupo etario de 7 a 9 dias foram observadas lesbes mais
evidentes na por¢cdo P3 & andlise descritiva, ainda que ndo houve diferenca
estatistica, esse dado € compativel com o relato de Mcnulty et al. (1983), em que as
particulas virais do AVRV-D estavam presentes desde as por¢cdes mais craniais do
intestino delgado (correspondente as por¢cbes Pl e P2), atingindo maior
concentragdo na porcdo cranial ao resquicio do saco vitelinico (correspondente a
porcdo P3) e mantendo essa maior concentracéo viral na porcao distal ao resquicio
do saco vitelinico. Em faisdes, as lesdes induzidas pelo AvRV-D foram similares nas
por¢cbes do duodeno, jejuno e ileo proximal, poréem com marcante gravidade nas

duas primeiras (HAYNES et al., 1994).

Os frangos infectados por AVRV-D apresentaram atrofia e reducdo da razao
vilo/cripta nas trés porcdes, quando comparados aos controles. Entretanto, s6 houve
diferenca significativa na razao vilo/cripta das porcdes P1 e P2 em aves com idade
entre 7 a 9 dias, e no comprimento de vilos da P1 em aves com idade entre 13-14
dias. Estes resultados demonstraram uma infeccdo mais branda quando comparado
ao quadro de atrofia acentuada do AvRV-D relatado por Otto et al. (2006). Entretanto
a severidade relatada pelos autores, pode ter sido ocasionada em consequéncia da
infeccdo mista do AVRV-D com AVRV-A.

Na andlise histopatoldgica dos frangos refugo entre 13 e 14 dias de idade
infectadas com AVRV-F, as lesbes se apresentaram em grau leve a moderado, com
atrofia de vilos significativa na porcdo P1. Nas aves entre 7 a 9 dias foi possivel
verificar alteracbes de grau leve a moderado em todas as por¢des, com maior
evidéncia de espessamento, atrofia e fusdo de vilos nas por¢des P2 e P3. Porém, na
avaliacdo morfométrica a reducéo da relacao vilo/cripta sé apresentou significancia
estatistica na porcdo P1 das aves entre 7 a 9 dias. Pouco se sabe a respeito da
patogenia e epidemiologia das infecgcbes por AVRV-F. Esta espécie ja foi
identificada tanto em aves assintomaticas e sem atrofia severa, como em lotes de

frango de corte com historico de SMA e acentuada atrofia de vilos. Esta, quando
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presente, ocorreu em por¢cdes do jejuno correspondentes as por¢des P2 e P3 do
presente estudo (OTTO et al., 2006).

Uma vez que o estudo foi realizado a campo sob condicbes naturais é
impossivel predizer o tempo da infeccdo viral na ave acometida. Um estudo com
infecc@o experimental de leitdes e quantificacdo simultanea do RV em associagéo as
alteracdes no intestino delgado demonstraram que o pico de concentracdo viral
precede a reducdo da razdo vilo/cripta no curso infeccioso do RV no hospedeiro
(CROUCH e WOODE, 1978). Assim, apesar de termos obtido diferencas
significativas na reducdo da relacdo vilo/cripta em algumas porcdes, ndo €
descartada a possibilidade de que maiores reducdes pudessem ser observadas
caso a avaliacdo morfométrica fosse realizada num momento posterior,

principalmente quando sé&o utilizadas técnicas pouco sensiveis como a EGPA.

Em relacdo a performance zootécnica dos lotes, a maior taxa de deteccéo de
AVRV foi observada em frangos de corte alojados em lotes de IEP ruim com
diferenca estatistica significativa em relacdo aos lotes de IEP bom, conforme a
classificacdo pela empresa integradora. A estratificacdo das propriedades por IEP
reflete o desempenho zootécnico do lote e sofre influéncia direta das falhas de
biosseguranca e praticas de manejo, estresse ambiental e imunidade das aves
(BERCHIERI et al., 2009). Embora ndo haja trabalhos correlacionando a presenca
de AVRV com indices zootécnicos, Silva et al. (2013) relataram maior ocorréncia de
AVRV em aviarios com alta densidade de aves/m?, condicdo que magnifica o
estresse das aves e facilita a propagacdo do AVRV. A deteccdo de AVRV em
amostras de cama de IEP regular e ruim sustenta a influéncia das falhas de
biosseguranca, bem como refor¢ca a importancia do correto manejo de reutilizacéo
da cama de aviario (BERCHIERI et al., 2009; DINIZ et al., 2015).

Uma vez que o desempenho das aves de producdo depende da saude do
trato intestinal, os problemas entéricos que afetam o rendimento geral do lote
resultam em consequentes perdas econdmicas (BARNES et al., 2000; DAY et al.,
2015; LISTER, 2006; REBEL et al., 2006). A SMA é uma doenga entérica que
provoca perdas econdmicas significativas para os produtores de aves em todo o
mundo e acomete principalmente frangos de corte de até duas semanas de idade
(FARMER, 1985; MARTLAND, 1989). Embora a etiologia da SMA permaneca
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desconhecida, tem sido proposto que varios agentes virais estejam envolvidos no
desenvolvimento desta sindrome. Entre as consequéncias da SMA, inclui a
refugagem dos animais e desuniformidade dos lotes, refletindo diretamente no IEP.
(KANG et al., 2012). A expressiva deteccdo de AVRV em aves refugos com sinais de
SMA (tamanho reduzido, prostracdo, cloaca com excretas aderidas e penas
ericadas) e a presenca de lesGes no intestino n&o constitui um indicador
independente para a ocorréncia da SMA, porém, a correlacdo significativa com lotes

de IEP ruim demonstra um indicativo da participacdo do AvVRV na etiologia da SMA.

As lesBes histopatolégicas do intestino delgado encontradas tais como:
espessamento, atrofia e fusdo de vilos, abcesso de cripta, apoptose de enterdcitos
presenca de granulécitos e infiltrado inflamatério de lamina prépria em diferentes
graus foram compativeis com a descricdo das lesdes da SMA em trabalhos
experimentais e amostras de campo (OTTO et al., 2006; QAMAR et al., 2013;
REBEL et al., 2006; REECE e FRAZIER, 1990).

Entretanto, uma vez que as amostras ndo foram avaliadas quanto a presenca
de outros agentes entéricos patogénicos ja relacionados a SMA (parvovirus,
reovirus, coronavirus, astrovirus, adenovirus, picobirnavirus), qualquer inferéncia
conclusiva é prematura (DECAESSTECKER et al., 1986; MCNULTY et al., 1984a;
REBEL et al., 2006; ZSACK et al., 2013).

5.5 Concluséo

Os levantamentos epidemioldgicos em frangos de linhagem de corte com
sinais de SMA, associados a refugagem e performance zootécnica sdo ausentes no
Brasil. Embora novos indicios da associacdo do AvRV com a SMA tenham sido
apontados, futuras investigacdes ainda sdo necessarias para esclarecer o papel

efetivo do AVRV na etiologia e patogenia da SMA.
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6 CONCLUSOES GERAIS

e A ocorréncia das espécies AVRV-A, AVRV-D e AVRV-F a partir do contetudo
entérico de frangos de corte refugos, com sinais de SMA, foi comprovada pela
EGPA nos aviarios comerciais do municipio de Palotina, Parana. A maior
frequéncia de ocorréncia foi do AVRV-F, seguido pelo AvRV-D e AVRV-A.

e Em amostras de contetdo entérico de aves clinicamente saudaveis foi possivel
detectar AVRV-A, e AVRV-D.

e A ocorréncia do AVRV em animais refugos foi estatisticamente significativo nos
lotes de IEP ruim em comparacao aos lotes de IEP bom.

e Nas amostras de cama o AvRV-F foi detectado em uma amotra de lote com IEP
regular, e em duas camas de lotes distintos com IEP ruim foi detectado AVRV-A
e AVRV-F.

e As alteracfes histopatologicas foram compativeis com patogenia do AVRV e a
SMA; com maior severidade nos casos associados a infeccdo pelo AvRV-A.

e A reducdo no comprimento dos vilos foi significativa nas aves naturalmente
infectadas pelas trés espécies AVRV-A, AVRV-D e AVRV-F na porcao P1.

e A relacéo vilo/cripta apresentou reducéo significativa na por¢cdo P1 nas aves
naturalmente infectadas por AvRV-A e AvRv-F, e nas porcdes P1 e P2 das aves
infectadas com AvRV-D.

e A expressiva deteccdo de AVRV em aves refugos com sinais de SMA e
significativa presenca do AvRV nos lotes de IEP ruim demonstra uma possivel

participacdo do AVRV na etiologia da SMA.
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7 APENDICES

APENDICE A: Relacdo das amostras de contetdo entérico de frangos refugos em lotes de IEP bom, avaliadas no
periodo de estudo e os resultados obtidos.

Diagnostico de AVRV e PBV por EGPA

Andlise
Data Cddigo AVvRV AVRV AVRV Histopatoldgica
Coleta  Lote/ idade (dias) amostra RV A D F PBV Inconclusivo
13/02/2015 A/l14 A0l + nd nd + + nd R
13/02/2015 A/l4 A 02 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 A/l14 A 03 + nd nd + Nd nd R
13/02/2015 A/l4 A 04 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 A/l14 A 05 + nd nd + Nd nd R
13/02/2015 A/l4 A06* nd nd nd nd Nd nd R
13/02/2015 A/l14 A 07 + nd nd + Nd nd R
13/02/2015 All4 A 08 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 A/l14 A 09 + nd + nd Nd nd R
13/02/2015 Al14 A 10 nd nd nd nd + nd R
13/02/2015 A/l14 All nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 Al14 A12 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 A/l14 A 13 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 Al14 A 14 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 A/l14 A 15 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 Al14 A 16 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 All4 Al7 nd nd nd nd Nd nd NR
13/02/2015 All4 Al18* nd nd nd nd Nd nd R
13/02/2015 All4 A 19 + nd nd + Nd nd NR

13/02/2015 All14 A 20 + nd nd + Nd nd R



13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015

A/l4
All14
A/l4
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
B/08
C/08
C/o8
C/08

A2l
A 23
A24
B 28
B 29
B 30
B 31
B 32
B 33
B 34
B 35
B 36
B 37
B 38 *
B39~
B 40
B 41
B 42
B 43
B 44
B 45
B 46
B 47
B 48
B 49
B 50
B 51
C55
C 56
C57

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
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nd
nd
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nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
27/02/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015

C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
C/08
D/13
D/13
D/13
D/13
D/13
D/13
D/13
D/13
D/13

C 58
C59~
C 60
col
C 62
C 63
C 64
ce5*
C 66
C 67
C 68
C 69
C70
c71
C72
C73
Cc74
C75
C76
cr77
C78
D 82
D 83
D 84
D 85
D 86
D 87
D 88
D 89
D 90

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

NR

NR
NR
NR

NR

NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
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15/10/2015 D/13 D91 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 92 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 93 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 94 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 95 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 96 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 97 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 98 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 99 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 100 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 101 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 102 nd nd nd nd Nd nd NR
15/10/2015 D/13 D 103 + + nd nd Nd nd R
15/10/2015 D/13 D 104 * nd nd nd nd Nd + R
15/10/2015 D/13 D 105 * nd nd nd nd Nd nd R
> 85+8* 12 1 2 9 1 11

* Ave controle; + = positivo; nd= Nao detectado; NR= Nao realizado; R= Realizado
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APENDICE B: Relac&o das amostras de contetido entérico de frangos refugos em lotes de |IEP regular, avaliadas
no periodo de estudo e os resultados obtidos.

Diagnostico de AVRV e PBV por EGPA

Data Lote(idade Cadigo AVRV AVRV AvVRV _ Histég:tléslggica
coleta (dias) amostra RV A D F  PBV Inconclusivo
26/02/2015 E/09 E 109 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 110 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 111* nd nd nd Nd nd nd R
26/02/2015 E/09 E 112* nd nd nd Nd nd nd R
26/02/2015 E/09 E 113 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 114 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 115 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 116 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 117 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 118 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 119 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 120 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 121 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 123 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 124 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 125 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 126 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 127 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 129 nd nd nd Nd nd nd NR
26/02/2015 E/09 E 130 nd nd nd Nd nd + NR
26/02/2015 E/09 E 131 nd nd nd Nd nd + NR
26/02/2015 E/09 E 132 nd nd nd Nd nd nd NR
02/03/2015 F/09 F 136* nd nd nd Nd nd nd R
02/03/2015 F/09 F 137~* nd nd nd Nd nd nd R

02/03/2015 F/09 F 138 nd nd nd Nd nd nd NR



02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015

F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
F/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09

F 139
F 140
F 141
F 142
F 143
F 144
F 145
F 146
F 147
F 148
F 149
F 150
F 151
F 152
F 153
F 154
F 155
F 156
F 157
F 158
F 159
G 163
G 164
G 165
G 166
G 167
G 168
G 169
G 170
G171

nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd

nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

Nd
Nd
Nd
Nd

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

Nd
Nd

Nd
Nd
Nd
Nd

Nd

Nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR

NR
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02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
02/03/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015

G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
G/09
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14
H/14

G172
G 173
G 174
G 175
G 176
G 177
G 178
G 179
G 180
G181
G 182
G 185*
G 186*
H 190*
H 191*
H 192
H 193
H 194
H 195
H 196
H 197
H 198
H 199
H 200
H 201
H 202
H 203
H 204
H 205
H 206

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

NR
NR
NR

NR
NR

NR

NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
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15/10/2015 H/14 H 207 nd nd nd Nd + nd R
15/10/2015 H/14 H 208 nd nd nd Nd nd nd NR
15/10/2015 H/14 H 209 nd nd nd Nd nd nd NR
15/10/2015 H/14 H 210 + + nd Nd nd nd R
15/10/2015 H/14 H 211 nd nd nd Nd nd nd NR
15/10/2015 H/14 H 212 nd nd nd Nd nd nd NR
15/10/2015 H/14 H 213 nd nd nd Nd + nd R
> 84+8* 24 3 nd 17 8 6

* Ave controle; + = positivo; nd= Nao detectado; NR= Nao realizado; R= Realizado
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APENDICE C: Relacédo das amostras de contetdo entérico dos frangos refugos em lotes de IEP ruim, avaliadas

no periodo de estudo e os resultados obtidos.

Diagnostico de AVRV e PBV por EGPA

Analise

Data Lote/idade Caodigo AVRV AVRV AVRV _ histopatolégica
coleta (dias) amostra RV A D F  PBV Inconclusivo
13/02/2015 1/09 | 217 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1109 | 218 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 1219 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 220 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 221 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 222 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 223 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 224 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 225 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 226 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 227 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 228 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 229* nd nd nd nd nd nd R
13/02/2015 1/09 | 230 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 231 + nd nd + nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 233 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 234 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 235 + nd nd + nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 236 + nd nd + nd nd R
13/02/2015 1/09 | 237 nd nd nd nd nd nd NR
13/02/2015 1/09 | 238 nd nd nd nd nd + NR
13/02/2015 1/09 | 239 nd nd nd nd nd + NR
13/02/2015 1109 | 240* nd nd nd nd nd nd R
13/02/2015 J/09 J 244 nd nd nd nd nd + NR
13/02/2015 J/I09 J 245 nd nd nd nd nd + NR
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13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
13/02/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015

J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
J/09
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07

J 246
J 247
J 248
J 249
J 250
J 251
J 252*
J 253
J 254
J 255
J 256
J 257*
J 258
J 259
J 260
J 261
J 262
J 263
J 264
J 265
J 266
J 267
K271*
K 272*
K273
K 274
K 275
K276
K277
K278

+ + + + +

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR
NR

NR
NR
NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR

NR
NR

NR
NR
NR
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05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
05/03/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015
15/10/2015

K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
K/07
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14
L/14

K279
K 280
K 281
K 282
K 283
K 284
K 285
K 286
K 287
K 288
K 289
K 290
K291
K 292
L 298
L 299
L 300
L 301
L 302
L 303
L 304*
L 305*
L 306
L 307
L 308
L 309
L 310
L 311
L 312
L 313

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
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15/10/2015 L/14 L 314 nd nd nd nd + nd R
15/10/2015 L/14 L 315 nd nd nd nd nd nd NR
15/10/2015 L/14 L 316 + + nd nd nd nd R
15/10/2015 L/14 L 317 nd nd nd nd nd nd NR
15/10/2015 L/14 L 318 nd nd nd nd nd nd NR
15/10/2015 L/14 L 319 + + nd nd nd nd R
15/10/2015 L/14 L 320 nd nd nd nd nd nd NR
15/10/2015 L/14 L 321 nd nd nd nd nd nd NR
> 85+8* 28 5 16 7 2 12

* Ave controle; + = positivo; nd= N&o detectado; NR= N&o realizado; R= Realizado
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APENDICE D: Relac&o da analise histopatoldgica do intestino delgado dos frangos refugos positivos para AVRV e frangos controle, avaliadas no

periodo de estudo e os resultados obtidos.

Porcdes do intestino delgado®

Condigdo IEP? Codigo Idade i P2 P3

EV PG AF FV AE AC ILP EV PG AF FV AE AC ILP EV PG AF FV AE AC ILP
Controle OTIMO  A06 14 - - - - - - - + - -+ - - + - - - ..
Controle OTIMO A18 14 - - - - - - - - - - - - - - . .- L
Controle OTIMO B38 7 ++ - + o+ - o+ o+ - -+ - - + - - -+ -
Controle OTIMO B39 7 - N - -+ - - + - - ...
Controle OTIMO D104 14 - - - - - - - - - - - - - - ; .- .
Controle OTIMO D105 14 - - - - - - + - - - - - - + - - .
Controle REGULAR E111 9 + - - - - - + -+ - - - - - - - - - .-
Controle REGULAR E112 9 - - - - -+ - + - -+ - - - + - - - - L -
Controle REGULAR F136 9 + + o+ + - - + + -+ 4+ - - - + - + - - -
Controle REGULAR H190 14 + - - - - - - - - - - - - - - - - - ..
Controle REGULAR H191 14 + - - - - - + + = - - - - - ..
Controle RUIM 1229 7 + - - -+ - + + - - - - - - - - - - . L
Controle RUIM 1240 7 + - - - - - + + - ++ ++ - - - + - + + - - -
Controle RUIM J252 9 + - - - - - + - - - - - - - - - - - L
Controle RUIM L304 14 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - .-
PBV OTIMO  A10 14 - - - - - -+ - - o+ - - -4
PBV REGULAR F156 9 - - + - - - - - - - - - - - - - - - -
PBV REGULAR H192 14  ++ + - + - - .. - . -+ - . .. 4
PBV REGULAR H207 14 + - - - -+ + o+ o+ o+ -+ o+ - - - ¥
PBV REGULAR H213 14 +++ - - ++ - - ++ +++ - +  ++ - - + ++ 4+ + - - +
PBV RUIM L310 14 + - - + - - + ++ o+ - - - - ++ - - - - - - -
PBV RUIM L314 14 - - - - - - - ++ o+ - - - - + ++ - - + - - ++
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AVRV-A OTIMO D103 14 + - 4 4+ - - - o - + 4

AVRV-A REGULAR H203 14 ++ - - ++ -+ + +++ ++ + o+ - - + ++ +
AVRV-A REGULAR H206 14 +++ ++ - ++ - - ++ + - - - - - + + - +
AVRV-A REGULAR H210 14  +++ ++ + + - +++ + + + - - - - + +++ ++ +
AVRV-A RUIM L299 14 - - ++ - - + - +++ - ++ +++ - - + ++ - +
AVRV-A RUIM L312 14 - - +++ - - - - ++ - - - - - + ++ - +
AVRV-A RUIM L313 14 + - ++ - -+ + + - - - - - + + -

AVRV-A RUIM L316 14 - - - - - - - + - - - - - + ++ - +
AVRV-A RUIM L319 14 - - +++ - - - - +++ - + + + 4+ttt - +
AVRV-D OTIMO AQ09 14 ++ - - - - - - +++ ++ - ++ - ++ 4+ ++ 4+

AVRV-D OTIMO A23 14 + - ++ - + + - +++ - - ++ +  ++ 4+ + -

AVvRV-D RUIM K274 7 - - - - - - + +++ ++ ++ ++ + ++ -

AVvRV-D RUIM K278 7 + ++ - - - - - + + - 4+ - - + - -

AvRV-D RUIM K279 7 - - - - + - - - -

AVvRV-D RUIM K281 7 + - - - - 4+ o+ - - - - - - - - +

AvRV-D RUIM K283 7 - - -+ o+ - - - - - - -

AvRV-D RUIM K285 7 +++ + - + + - - + - -

AvRV-D RUIM K292 7 + + - - -+ - - - - - - - - - -

AVRV-F OTIMO  A05 14 + - - + - - - + - + - -+ + + -

AVRV-F OTIMO  A07 14 + - - - - - - + o+ - - -+ o+ - -

AVRV-F OTIMO  A20 14 + - ++ o+ - - - + - + - -+ + + -

AVRV-F OTIMO  C63 7 0+ -+ o+ - -+ S T R = + o+t

AVRV-F OTIMO C67 7+ -+ o+ - - - - - - -+ 4 + o+

AVRV-F REGULAR F143 9 - - - - - - - - - -+ + -

AVRV-F REGULAR F157 9 + - - - - + + + -+ + +

AVRV-F REGULAR G166 9 - + - - - - - - - - - - ++ - -

AVRV-F REGULAR G169 9 ++ + - + - - + - - -+ - -

AVRV-F REGULAR G170 9 ++ - - - - - + ++ o+ -+ - - + - -



AVRV-F REGULAR G172 9 + - - - - - + - - - - - - - + + - - -
AVRV-F REGULAR G176 9 + ++ - + - - - + - - - -+ + - - - - -
AVRV-F REGULAR G180 9 + - - + - - - - - - - -+ - + - - - -
AVRV-F RUIM 1236 7 - - - - - - - ++ 4+ + + -+ + - - - - -
AVRV-F RUIM J260 9 - - - - - - - ++  ++ + o+ -+ + - - - - -

2 Indice de Eficiéncia Produtiva; ® Porcdes intestino delgado: P1= duodeno medial; P2= jejuno-medial; P3= jejuno adjacente ao vestigio do saco
vitelinico.

Alteracdes histopatoldgicas: Espessamento de Vilo (EV); Presenca de Granulécitos (PG); Atrofia de Vilo (AV); Fuséo de vilo (FV); Apoptose de
enterdcitos (AE); Abcesso de cripta (AC); Infiltrado de lamina propria (ILP)

(-) = sem alteracdes; (+) = alteracdes leves; (++) = alteracbes moderadas; (+++) alteracfes acentuadas.



APENDICE E: Relacdo das amostras de cama de aviario dos lotes

avaliadas no periodo de estudo e os resultados obtidos.

Data Lote/idade Cddigo
coleta IEP (dias) amostra Resultado EGPA

13/02/2015 OTIMO A/14 A 25 ND
13/02/2015 Al14 A 26 ND
13/02/2015 Al14 A 27 ND
27/02/2015 B/08 B 52 ND
27/02/2015 B/08 B 53 ND
27/02/2015 B/08 B 54 ND
27/02/2015 C/08 C79 ND
27/02/2015 C/08 C 80 ND
27/02/2015 C/08 c 81 ND
15/10/2015 D/13 D 106 ND
15/10/2015 D/13 D 107 ND
15/10/2015 D/13 D 108 ND
26/02/2015 REGULAR E/09 E 133 ND
26/02/2015 E/09 E 134 ND
26/02/2015 E/09 E 135 ND
02/03/2015 F/09 F 160 ND
02/03/2015 F/09 F 161 ND
02/03/2015 F/09 F 162 ND
02/03/2015 G/09 G 187 AVRV F
02/03/2015 G/09 G 188 ND
02/03/2015 G/09 G 189 AVRV F
15/10/2015 H/14 H 214 ND
15/10/2015 H/14 H 215 ND
15/10/2015 H/14 H 216 ND
13/02/2015  RUIM 1/08 | 241 AVRV F
13/02/2015 1/08 | 242 ND
13/02/2015 1/08 | 243 ND
13/02/2015 J/09 J 268 ND
13/02/2015 J/09 J 269 ND
13/02/2015 J/09 J 270 ND
05/03/2015 K/07 K 295 Inconclusivo
05/03/2015 K/07 K 296 ND
05/03/2015 K/07 K 297 AVRV A
15/10/2015 L/14 L 322 ND
15/10/2015 L/14 L 323 ND
15/10/2015 L/14 L 324 ND

ND= N&o detectado
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