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RESUMO: As infeccbes entéricas sdo responsaveis por consideraveis prejuizos econémicos a industria
avicola representados por perda de peso, baixa conversao alimentar, custos diretos e indiretos com
tratamentos e por aumento na taxa de mortalidade. As patologias intestinais em aves, tanto com
manifestacao local quanto geral, podem ser determinadas por bacterias, protozoarios e virus, atuando de
forma isolada ou em associacao. Com relacéo a etiologia viral, varios géneros tém sido isolados a partir de
aves com enteropatias. Porem, dois géneros na familia Reoviridae, o rotavirus e o reovirus sdo encontrados
com maior frequéncia em fezes de frangos de corte e/ou galinhas poedeiras. Na maioria dos inquéritos
epidemiol6gicos esses virus estdo associados a sinais clinicos de enterite. Esta revisdo tem por objetivo
apresentar alguns topicos relativos aos agentes etiologicos (Rotavirus, Reovirus e Picobirnavirus), a doenca

clinica e aos metodos de diagnostico, controle e profilaxia da infeccéao.

PALAVRAS-CHAVES: Aves; diarréia; rotavirus; reovirus; Picobirnavirus.

1INTRODUGAO

Dentre os diversos sistemas de producgao
animal, a avicultura destaca-se como uma das
atividades agropecuarias mais tecnificadas. Em
todo o mundo a industria avicola € uma das
principais fontes geradoras de proteinas de origem
animal, destinadas ao consumo humano. A cadeia
produtiva da avicultura tem grande importancia
no agronegocio brasileiro mantendo o Brasil, ja
ha muitos anos, em uma posicao de destaque na
avicultura mundial. O Brasil & o terceiro maior
produtor, o segundo exportador e 0 sétimo em
consumo per capita de carne de frango em todo o
mundo (Salle et al., 1998).

Varios fatores como genéticos, nutricionais e
os ligados ao tipo de manejo zootécnico-sanitario
podem influenciar os indices de produtividade dos
plantéis de frangos de corte. No aspecto sanitario
as doencas infecciosas, de ocorréncia tanto de
forma epidémica quanto endémica, contribuem
significativamente com a redugdo da taxa de
desfrute dos plantéis. Os prejuizos econdmicos
devidos a presenca de infecgdes nos rebanhos
podem ser diretos e indiretos. Com frequéncia, as

infeccdes determinam aumento nos indices de
mortalidade e morbidade, redugdo no ganho de
peso, alteracao nos indices de conversao alimentar
e custos adicionais com medicamentos, mé&o de
obra, e com servicos técnicos especializados.

Varias enfermidades podem comprometer os
plantéis avicolas. Os disturbios entéricos,
caracterizados por diarréia, desidratagéo, perda
de peso e mortalidade sao, juntamente com os
problemas respiratorios, os gue mais contribuem com
redugcbes na produtividade, com consequentes
implicagdes econdmicas. As patologias intestinais
em aves, com manifestacéo clinica local e/ou geral,
podem ser determinadas por bactérias,
protozoarios e virus, atuando de forma isolada ou
em asswciacéo.

Com relagao a etiologia viral, varios géneros
tém sido isolados a partir de aves com enteropatias
e/ou clinicamente sadias incluindo o rotavirus,
reovirus, adenovirus, enterovirus, coronavirus,
herpesvirus, parvovirus, astrovirus, calicivirus,
togavirus, pseudopicornavirus e picobirnavirus
(Alfieri, 1992; Reynolds, 1995). Porém, dois
géneros da familia Reoviridae, o rotavirus e o
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orthoreovirus sao encontrados com maior frequéncia
em fezes de aves de postura e/ou de corte. Esses
virus estdo quase sempre associados a enterite,
diarreia e sinais clinicos sistémicos como
depressao e anorexia. Em aves, a rotavirose e a
reovirose entérica sao ainda responsaveis por
reducdes na conversao alimentar e no ganho de
peso, desuniformidade do lote, refugagem e
aumento nos indices de mortalidade (Rosenberger
& Olson, 1995; McNulty, 1997).

2 ROTAVIRUS AVIARIO (RVA)

A infeccao pelo RVA foi relatada pela primeira
vez em 1977 por Bergeland et al,, nos Estados
Unidos, a partir do contetido intestinal de perus
de duas a trés semanas de idade, com diarréia
aquosa e alta mortalidade. Desde entédo, o RVA
tem sido identificado, em todo o mundo, em uma
variedade de espécies aviarias incluindo frango
de corte, galinha de postura, peru, pombo, galinha
d'Angola, pato e faisdo, com sinais clinicos de
enterite ou de aves aparentemente saudaveis
(McNulty, 1997). No Brasil, o RVA foi identificado
pela primeira vez por Alfieri et al. (1989a) em
amostras de fezes de frangos de corte com
diarréia.

As particulas de rotavirus (RV), isoladas tanto
de mamiferos quanto de aves, quando
examinadas a microscopia eletronica (ME) séo
semelhantes morfologicamente. A nomenclatura
deriva da palavra latina rota, que significa roda,
devido a sua aparéncia a ME. O virion, com
aproximadamente 70 nm de diametro e
densidade em gradiente de cloreto de césio de
1,34 g/cm? nao apresenta envelope
glicolipoproteico e é constituido por um capsideo
triplo, de simetria icosaédrica. O genoma é
composto por 11 segmentos de RNA fita dupta (fd)
(Kapikian & Chanock, 1996).

O RV é relativamente estavel a tratamentos
quimicos (éter, cloroférmio, trifluorotricloroetano-
FREON), fisicos (sonica¢éo, congelamento e
descongelamento) e térmicos (37°C/1h). Apos
cinco minutos de incubagao a 50°C, 80% da
infecciosidade é perdida e apds trinta minutos a
perda atinge 99%. Embora ocorra redu¢éo no
-titulo, a infecciosidade é mantida em pH 3,0 ou
pH 10,0. Apos o tratamento das particulas viricas
com enzimas proteoliticas como a tripsina, obtém-
se aumento da infecciosidade. Este procedimento
muitas vezes ¢é essencial para o isolamento e
propagagéo in vitro do RVA. Baixos niveis de CaCl,
(1,5 a 15 mM) estabilizam as particulas viricas. A

perda da infecciosidade é observada apos o
tratamento com agentes quelantes como o EDTA,
que reduzem a concentragao de calcio e
convertem as particulas de capsideo triplo em
capsideo simples. O RV nao € inativado pelos
desinfetantes comuns como o hipoclorito de sédio
a 10-12% e formaldeido a 10%, o que dificulta o
seu controle no meio ambiente. O etanol a 95%
exerce acao virucida eficiente (Estes et al., 1979;
Tan & Schnagl, 1981).

Os genes do RV codificam proteinas estruturais
(VP), localizadas na particula virica, e proteinas
nao estruturais (NS) encontradas em células
infectadas, mas nao em particulas maduras. As
proteinas estruturais VP1, VP2, VP3 estao
localizadas no capsideo interno do virion. A VPG,
que constitui o capsideo intermediario é a proteina
mais abundante do RV. As proteinas VP4 e VP7,
localizadas no capsideo externo, sdo 0s antigenos
que induzem a producdo de anticorpos
neutralizantes (Estes & Cohen, 1989).

Sob a agao de enzimas proteoliticas, a VP4 &
a precursora da VP5 e da VP8. A clivagem da
VP4 aumenta a infecciosidade do RV de aves e
de mamiferos, pois esta proteina estad associada
com a restricao de replicagao de algumas estirpes
de RV em cultivo celular e em camundongos. O
aumento da infecciosidade tem sido relacionado
com o aparecimento da VP5. A atividade
hemaglutinante do RVA, e de outros RV, tambeém
estd associada a VP4. Quando particulas
completas sao tratadas com EDTA, para a
remocgdo do capsideo externo, as particulas
resultantes ndo exibem mais a atividade de
hemaglutinagao (Burns et al., 1988).

O RV e classificado sorologicamente segundo
as caracteristicas antigénicas das proteinas dos
capsideos intermediario e externo. Com base na
especificidade da proteina VP6 (capsideo
intermediario), o RV é classificado em sete grupos
sorologicos designados de A a G. O sorogrupo A
tem sico encontrado infectando humanos,
primatas, bovinos, suino::, eqlinos, caninos,
felinos, leporinos, murinos e aves. O sorogrupo B
tem sido detectado em estirpes de RV identificadas
em humanos, bovinos, suinos, ovinos e murinos.
O sorogrupo C é encontrado em RV de origem
humana, suina e bovina. Os sorogrupos D, F e G
sao isolados exclusivamente em aves, e o
sorogrupo E foi detectado, em suinos (Hoshino &
Kapikian, 1994).

As proteinas VP4 e VP7 sédo importantes na
protecao contra a infecgao. Com isto, a exemplo
do virus da Influenza, foi proposta uma dupla
classificagao para o RV. Esta classificagao binaria
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divide o RV do sorogrupo A em sorotipos,
determinados por reagdes sorologicas, e/ou
genotipos. determinados pela analise do acido
nucleico viral. A especificidade antigénica
relacionada a2 VP7 & designada sorotipo G
enquanio que para a VP4 ¢ identificada como
sorotipo P. A diversidade de G e P sorolipos
encontrada em estirpes de RV grupo A de varias
especies de mamiferos ¢ aves e muito grande.
Alé o momenlo ja foram definidos. por provas
sorclogicas, 14 G e 10 P sorotipos (Kapikian &
Chanock, 1996).

Kool & Holmes {1993), em lrabalhos de
seqlenciamento do gene VP7 da estirpes de RVA
denominada Ty-1, isclada de frangos de corle,
concluiram que, assim como cbservado em
estirpes de RV grupo A de origem humana e de
animais domesticos, também em aves pode haver
mais de um sorotipo G.

Com base na massa mclecular (PM), os 11
segmentos de RNA fd do RV podem ser
distribuidos em quatro classes que sao facilmente
demonstradas pela tecnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida (EGPA}. Estes segmentos sdo
numerados pela ordem de migragao em EGPA. O
segmenio de menor migracac, e consequente
maior PM, € designadc um. O segmento de maior
migracdo em EGPA, e menor PM, € designado
onze. Com frequéncia, o genoma do sorogrupo A
de RV e composto por quatro segmentos de RNA
fd de alto PM (segmentos 1 a 4}, dois segmentos
de PM intermediaric (segmentos 5 e &); irés
segmentos de pequeno PM (7, 8 € 3) e dois de
PM muito pequeno (10 e 11), constituindo
respectivamente as classes |, II, e IV (Lourengo
et al.. 1981).

O padraoc de migracac do genoma do RV em
EGPA, distribuido em quatro classes de tamanhos
diferentes, contrasta com o oadrac do Reovirus
{REO) que tem 10 segmentos gendmicos
distribuidos em trés classes: grande, media e
pequena. Porém, esta detignacao € re:ativa
r crijue o décimo, ~u menor ¢ zgmento ¢c NA do
REQ, apresenta maior PM que o guinto segmento
do RV. O perfil de migragao dos 11 segmentos
gendmicos dos RV em EGPA, ou eletroferotipos,
e utilizado para a classificacao das amostras em
diferentes eletroferogrupos. O eletroferogrupo A,
que corresponde ac scrogrupc A € € 0 mais
predominante na natureza & apresenta como
principal caracteristica a co-migragdo dos
segmentos 7, 8 € @ formando uma trinca (White &
Fenner, 1994).

Em estirpes de RV identificacdas em aves a
analise do padrao de migragao, especialmente do

quinio segmento. do friplet dos segmentos 7, 8 e
9 e do doublel dos segmentos 10 e 11. tem sido
utlilizada na caracterizacao do RVA e na
investigacao da epidemiologia molecular desta
virose. Uma caracleristica peculiar do perfil do
RNA. cu eletroferolipo, do RVA grupo A, em
relacao aos RV de outras especies animais, € gue
o guinto segmenlo gendmico tem menor
mobilidade eletroforélica, permanecendo muilo
proximo, ou mesmo se sobreponde, ao quarto
segmento. Outra importante caracteristica do
sorogrupo A do RVA & gue 0s segmenlios
gendomicces 10 e 11, por terem massas moleculares
semelhantes, co-migram & sao de dificil resolugao
em EGPA (Todd & McNulty,1986).

Diferentes padroes de RNA podem surgir por
varios mecanismos como rearranjo genetico,
hibridizacao, mutacao e recombinacao. Com isto,
o eletrofercotipo nao pode ser utilizado como unico
crilerio para a classificacdo de uma amostra de
virus em um grupo especifico (A - G). Contudo,
como o padrao de RNA normalmente permanece
constante em amostras viricas individuais, a
analise do acido nucléico é importanie nos estudos
de epidemiclogia molecular e de formas de
transmissac, e para a menitoria de focos ou surtos
da doenca (Estes & Cohen, 1989).

McNulty ef ai. (1979), alraves da
imunomicroscopia eletrénica {IME}. detectaram
em frangos de corte e perus eslirpes de RVA gue
possuiam antigeno comurn com o grupc A de RV
de mamiferc. O genoma deste RVA foi designado
de eletroferogrupce 1 (Todd et al., 1880). Pela
técnica de imunofluocrescéncia, McNulty ef al.
(1984b) identificaram guatro soregrupos de RVA
em franges de corte, sendo que 0s virus de cada
sorogrupo exibiam diferentes eletroferotipos.

Trabalhos subseqlientes revelaram a existéncia
de RVA com perfil genémico atipico, caraclerizado
principalmente por trocas nas taxas de migraGao
dos segmentos 7, 3 € 9, que foram classificados
em quatro eletrofzrogruoos distintos, designados
eletroferogrupos 2 a & “Todd & McNulty, 1986).

3 ROTAVIROSE AVIARIA

A rotavirose aviaria & uma infeccao intestinal
qgue geralmente apresenta alta morbidade e baixa
mortalidade. A transmissdo do RVA ccorre pela
via fecal-oral, através de dgua e alimentos
contaminados, € € favorecida pelo alto titulo de
virus (10" - 102 particulas virais/grama de fezes)
presentes nas fezes de aves infectadas e com
diarreia (McNulty, 1997). O periodo de incubagac
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€ curto, de um a sete dias, e o pico de excregao
viral ocorre dois a cinco dias pés-infeccao (Yason
& Schat, 1987). A transmissao vertical é
desconhecida, porém ha relatos do isolamento de
RV em perus com trés dias de idade, podendo
sugerir a ocorréncia da transmisséo transovariana
ou através da contaminag¢ao via casca do ovo
(Theil & Saif, 1987). Vetores bioldégicos como a
mosca doméstica e larvas de besouros podem ter
participagado na epidemiologia da rotavirose aviaria
(Tan et al., 1997).

A grande resisténcia as condi¢cbes adversas
como o pH acido e também a enzimas
proteoliticas, permite que as particulas virais
alcancem as células epiteliais do intestino delgado,
infectando as células do apice das vilosidades.
Como consequéncia, ocorre degeneracao, necrose
e descamagao celular, com ou sem subsequente
atrofia das vilosidades (Yason & Schat, 1987).
Estudos experimentais realizados em frangos de
corte e perus demonstraram, por imunofluorescéncia
direta (IF), que o RVA do grupo A replica-se em
maior titulo no duodeno, enquanto que as células
do jejuno e do ileo sdo mais permissiveis a
infeccao pelo RV do grupo D (McNulty, 1997).

Em inoculagbes experimentais do RVA em
perus, as lesdes histopatoldgicas mais
frequentemente observadas foram: i) vacuolizagao
basal; ii) descamacéo dos enterocitos; iii) atrofia
e fusdo das vilosidades; iv) infiltracao de leucocitos
na lamina propria; e v) degenerac¢do e inflamagéo
das vilosidades do duodeno e do jejuno. O ileo,
ceco, colon, e a cloaca nao apresentaram lesdes
macro efou microscopicas. Em frangos de corte
foi observado discreto infiltrado leucocitario na
[amina prépria e atrofia moderada das vilosidades,
principalmente do ileo (Yason & Schat, 1987).

A infec¢gdo nas espécies aviarias pode
manifestar-se desde uma forma subclinica até
uma doenca grave. A diarréia é o principal sinal
clinico da doenc¢a podendo ainda ser observada
desidratacao, reducdo no ganho de peso e alta
mortalidade. Quando o diagnostico laboratorial n&o
€ realizado, algumas infec¢bes podem passar
despercebidas e serem tratadas, baseando-se
apenas nos sinais clinicos, como um problema
decorrente do estresse por manejo ineficiente ou
como infec¢Bes por bactérias ou protozoarios.

A variagdo na viruléncia das estirpes viricas,
que em aves podem ser de alta, média, ou de
baixa patogenicidade, € um dos principais fatores
responsaveis por diferengas na intensidade dos
sinais clinicos observados nas infecgdes
experimentais e em aves naturalmente infectadas.
Outro fator agravante € que, sob condigdes de

campo, as infeccoes simultdneas com diferentes
sorogrupos de RV sao muito freqlentes. Como
diferentes estirpes de RVA podem infectar areas
distintas do intestino delgado, e provavel que os
efeitos da dupla infeccao sejam mais graves que
a infeccdo com uma unica estirpe viral (McNulty
et al., 1983). Outras condigoes também podem
influenciar na gravidade dos sinais clinicos como:
i) a dose infectante; ii) a idade das aves no
momento da infeccdo; iii) a associagdo com outros
microrganismos entéricos como virus (adenovirus,
reovirus), bactérias (Escherichia coli, Salmonella
spp), protozoarios (Eimeria sp); iv) as falhas de
manejo €; v) o0 estresse.

Em virtude da maturidade imunolégica, as aves
com idade superior a quatro semanas apresentam
uma resposta imune humoral mais rapida e intensa
que as aves jovens. Esta caracteristica
imunologica favorece as infecgdes de campo em
aves jovens, pois a maior frequéncia da rotavirose
aviaria é observada até o primeiro més de vida.
Como o desenvolvimento da imunidade em
mucosas, e principalmente de IgA secretora
especifica, segue 0 modelo padrao do
desenvolvimento de anticorpos séricos, repetidos
ciclos de infec¢cao podem ocorrer antes que as
aves desenvolvam uma resposta imunoloégica
suficiente para protegé-las contra a infec¢ao pelo
RVA. Anticorpos maternais, transferidos
passivamente ao embrido, podem ser detectados
em aves com até trés a quatro semanas de idade.
Entretanto, a presenca desses anticorpos
passivos, aparentemente, ndo afeta a
susceptibilidade de frangos e perus inoculados
experimentalmente (Yason & Schat, 1987).

Meulemans et al. (1985), demonstraram que,
apesar da presenga de anticorpos homologos de
origem materna, aves com um, oito e quinze dias
de idade foram susceptiveis a infecgao pelo RVA.
Estes achados ratificam as observagoes de
McNulty et al. (1983) que também descreveram
gue a imunidade passiva de origem materna n&o
é suficientemente protetora contra a infecg¢éo pelo
RVA. Entretanto, resultados conflitantes s&o
descritos. Perus SPF (Specific Pathogen Free)
hiperimunizados com RVA do grupo A, duas
semanas antes do inicio da postura, através da
imunidade passiva protegeram sua progénie do
desafio com virus homadlogo, realizado na primeira
semana de vida. Nesta situagdo a protegao foi
considerada titulo-dependente (Shawky et al., 1993).

Infecgbes heterdlogas por RVA de diferentes
espécies aviarias tém sido descritas. Yason &
Schat (1987), descreveram que RV de faisdes e
perus podem infectar frangos. Até o inicio da
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década de 90 nao havia evidéncias que RV de
origem aviaria pudesse infectar mamiferos e vice-
versa. Porem, Brissow el al. (1992), isolaram de
bezerros de trés dias de idade com diarréia,
rotavirus avian-like do grupo A. Em Belem no
Estado do Para, Brasil, Gusmao et al. (1994),
tambem detectaram rotavirus avian-like em trés
criancas hospitalizadas.

O diagnostico do RVA, atraves da identificacao
da particula viral nas fezes ou no conteudo
intestinal, pode ser realizado pela ME que é uma
das técnicas mais utilizadas, particularmente por
sua especificidade e por permitir a deteccao de
outros virus entéricos. O emprego da IME aumenta
consideravelmente a sensibilidade do sistema
(Theil et al., 1986).

A técnica de cultivo celular para o isolamento
viral somente foi difundida e utilizada apés o
desenvolvimento da metodologia que inclui o
tratamento do indculo virico com enzimas
proteoliticas e a utilizagao da linhagem celular MA
104 (rim de macaco Rhesus neonato) (Fukusho
etal., 1981, Sato et al., 1981). Melhores resultados
sao obtidos quando cultivos primarios com células
renais e/ou hepaticas de embrides de galinha sédo
utilizados (Myers & Schat, 1989). As dificuldades
freqientemente encontradas com relacéo ao
cultivo do RVA, tornam este método
desaconselhavel quando o objetivo é o
diagnostico. Porém, esta € uma técnica
indispensavel para o desenvolvimento de estudos
e pesquisas com RV, para os trabalhos de
sorotipagem e mesmo para uma eventual
produgao de vacinas.

Para a deteccao de antigenos do RV, o teste
de ELISA é o método mais empregado,
particularmente pelo seu limiar de deteccao,
sensibilidade e especificidade, rapidez e facilidade
de execugdo e por permitir o processamento de
um grande numero de amostras simultaneamente.
Entretanto, os RV atipicos ndo sao detectados
pelos kits comerciais. Esta possibilidade de
resultado falso-negativo deve-se a diferengas
antigénicas em VP6 que é o principal antigeno
identificado nos sistemas de ELISA grupo A-
especificos (Alfieri et al., 1989a).

A EGPA é a metodologia mais utilizada para a
detecgao do acido nucléico do RVA. A técnica é
relativamente sensivel pois permite, apos a
coloragao do gel com nitrato de prata, a
visualizagdo dos segmentos genémicos do RNA
viral em concentragdo > a 10ng. A técnica de
EGPA apresenta como vantagens adicionais: i) a
identificagdo de RVA atipicos; ii) o estudo da
epidemiologia molecular da rotavirose, através da
analise dos eletroferotipos; iii) a detec¢ao de outros

virus com genoma constituido por RNA fd
segmentado como o Reovirus (REO) e o
Picobirnavirus (PBV) (Alfieri et al., 1988 e 1989b).

Qutras técnicas laboratoriais também séao
utilizadas para a deteccao de antigenos e/ou
genoma dos RV tais como: i) imunofluorescéncia
(IF); ii) latex aglutinacao (LA); iii) fixacao de
complemento (FC): iv) imunodifusao em agar-gel
(IDAG); v) hemaglutinacdo (HA) e vi) reacéo em
cadeia pela polimerase (RT-PCR) (Xu et al., 1990;
McNulty, 1997).

Embora a ocorréncia de RVA atipicos (nao-
sorogrupo/eletroferogrupo A) em aves pareca
superior a observada em mamiferos (Chasey &
Davies, 1984; McNulty et al., 1984b; Alfieri, 1992),
os levantamentos epidemiologicos com o objetivo
de verificar a prevaléncia, ou mesmo a ocorréncia,
desses virus aviarios sao relativamente raros.

Alfieri et al. (1989a), no Brasil, analisaram
através das técnicas de ELISA grupo A (mono e
policlonal) e EGPA, 122 amostras de fezes de
frangos de corte, sendo 66 provenientes do Estado
do Parana e 56 do Estado de Minas Gerais. O
acido nucléico de RVA atipico foi identificado por
EGPA em 22 amostras, sendo cinco do Parana e
dezessete de Minas Gerais. A infeccao foi mais
comum em aves com duas a trés semanas de
idade. Todas as 22 amostras de fezes positivas
para o RVA foram negativas, quando analisadas
por dois sistemas de ELISA (mono e policlonal),
indicando que as amostras nao relacionavam-se
ao sorogrupo A de RV de mamiferos.

Andral et al. (1985), na Franga, utilizaram as
metodologias de ME, cultivo celular e EGPA para
a analise de 35 amostras de fezes diarréicas de
perus com duas a quatro semanas de idade. Em
12 amostras foi possivel o isolamento e/ou a
deteccao virica sendo que quatro referiam-se ao
RVA atipico.

Theil et al. (1986) examinaram por IME e
EGPA, 79 amostres de fezes de perus com idade
meédia de quatro semanas, provenientes de 65
plantéis de Ohio e Wisconsin (EUA). A IME revelou
particulas semelhantes ao RV em 48 amostras e
a EGPA identificou o acido nucléico caracteristico
do RVA, em 41 amostras.

Reynolds et al. (1987), em Ohio (EUA),
pesquisaram através de ME e EGPA virus
entéricos em 91 plantéis de perus, dos quais 60
apresentavam aves com diarréia. Os virus
encontrados foram astrovirus (78%), rotavirus-like
(67%), rotavirus (22%) e rotavirus atipicos (12%).
Em plantéis com problemas entéricos somente
10% das amostras foram negativas. Nao foi
possivel a detec¢ao de virus em 48% das amostras
de fezes colhidas em plantéis constituidos por aves
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clinicamente sadias. Estes resultados demonstram
arelagao direta entre os achados virologicos e os
sinais clinicos de diarréia.

lLozano et al. (1992), analisaram por ME e
EGPA, 58 amostras de fezes de frangos e perus
obtidas diretamente do intestino e 38 amostras de
fezes inoculadas em cultivo de células renais de
embrido de galinha. As duas técnicas
apresentaram resultados semelhantes na
identificagao do RVA e do REO, a partir do
conteudo intestinal. Nas amostras isoladas em
cultivo celular, a identificacdo através de EGPA
foi eficaz somente para o reovirus. Os autores
concluiram que pela rapidez nos resultados e
sensibilidade, a EGPA foi a técnica mais eficiente.

Com o objetivo de verificar a prevaléncia de
anticorpos anti-RVA em soro de aves, inquéritos
sorolégicos também tém sido efetuados em varias
partes do mundo. McNulty et al. (1979), utilizando
a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl),
detectaram a presenca de anticorpos anti-RVA
grupo A em 40% das 202 amostras de soro de
frangos de corte e em 60% das 75 amostras de
soro de galinhas poedeiras. Também utilizando a
técnica de IFI, Pearson et al. (1982) detectaram
anticorpos anti-RVA grupo A em 82,6% das 87
amostras de soro de frango de corte colhidas em
Louisiana (EUA).

McNulty et al. (1984a) estudaram a prevaléncia
de anticorpos para o RVA grupo A e RVA atipicos
em 96 soros colhidos em 14 plantéis de galinhas
da Irlanda do Norte. Neste trabalho foi verificado
que 83% dos soros continham anticorpos para um
ou outro sorogrupo de RVA, indicando uma alta
frequéncia de infec¢do tanto pelo RV convencional
quanto pelo atipico.

Anticorpos anti-RVA grupo A tambem foram
identificados em 30,4% de 23 plantéis de aves
SPF provenientes da Holanda, Franga, Alemanha,
EUA e Australia (McNulty et al., 1989).

Em plantéis de aves n&o sao preconizados
tratamentos especificos pare: controlar os quadres
clinicos de diarréia. Porer:, os sinais clinic':s
podem ser minimizados através de um manejo
zootécnico-sanitario adequado que inclui entre
outras condutas: i) controle de temperatura, ventilagao
e umidade relativa do ar no interior do barracao; ii)
agua de boa qualidade; iii) descarte de avesrefugos e
com sinais de doenga; iv) manejo all in/all out; v) vazio
sanitario; vi) limpeza e desinfec¢éo rigorosas das
instalagdes e vii) controle de provaveis transmissores
como roedores e insetos.

Devido a ocorréncia de um grande nimero de
diferentes sorogrupos, e provavelmente de
sorotipos, bem como as dificuldades encontradas

no isolamento do RVA em altos titulos em cultivo
celular, até o momento ndo foram desenvolvidas
vacinas para o controle da rotavirose aviaria.

4 REOVIRUS AVIARIO (REO AV)

O Reovirus aviario (REO AV) pertence a familia
Reoviridae, género orthoreovirus, onde s&o
encontrados virus que podem ser incluidos em dois
grupos antigénicos distintos, um determinando
infecgcdes em mamiferos (REO MAM) e outro em
aves (REO AV). O reovirus foi isolado inicialmente
dos tratos respiratorio e entérico, de humanos e
de animais, sem associagdo com doenga clinica.
Com isto foi sugerido o nome reovirus (REO) que
deriva das iniciais das palavras Respiratory Enteric
Orphan (White & Fenner, 1994).

O REO AV foi isolado pela primeira vez em
1954, por Fahey & Crawley em frangos com
problema respiratério crénico sendo
posteriormente caracterizado por Petek et al.
(1967). No Brasil, o primeiro isolamento desse
virus foi realizado por Bottino et al. (1975), a partir
de aves reprodutoras com processos inflamatorios
articulares. O REO AV ja foi descrito em varias
espécies aviarias destacando-se entre elas frango
de corte, galinha de postura, peru, codorna e ganso
(Rosenberger & Olson, 1995).

A particula viral, ndo envelopada, possui
aproximadamente 70 a 85 nm de diametro e
densidade de 1,36 a 1,37g/cm® em gradiente de
cloreto de césio. O capsideo duplo, de simetria
icosaédrica, envolve o genoma composto por 10
segmentos, de RNA fd. De acordo com a
distribuicao das massas moleculares dos dez
segmentos o genoma do REO pode ser
subdividido em trés classes distintas. As classes
denominadas L (large) M (medium) e S (small)
codificam as proteinas | (lambda) m (mu) e s
(sigma), respectivamente (White & Fenner, 1994).
A diferenca mais marcante no padréo de migragao
dos segmentos gendmicos em EGPA entre 0o REO
AV e o REO 1AM é a taxa de migragéo do
segmento S1, que para o REO AV tem PM
consideravelmente superior ao do REO MAM
(Robertson & Wilcox, 1986).

Gouvea & Schnitzer (1982) compararam o
perfil de migragdo dos 10 segmentos de RNA fd
de REO AV isolados de casos clinicos de campo.
Foi observado um grande polimorfismo na
migracdo dos segmentos gendmicos tanto em
estirpes pertencentes a um mesmo sorotipo quanto
em estirpes de diferentes sorotipos. Wu et al.
(1994) analisaram, também por EGPA, uma
estirpe de virus vacinal e nove estirpes de virus
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de campo e encontraram diferentes eletroferotipos
que estariam relacionados com o status da
doenca.

As oito proteinas estruturais do REO AV podem
ser designadas, de acordo com suas massas
moleculares e respectivo perfil de migragcao em
SDS-EGPA, como: i) grandes proteinas (irés); ii)
proteinas de massa molecuiar intermediaria (duas)
e i) pequenas proteinas (trés) (Schnitzer et al., 1982).

O REO resiste ao pH 3,0, perodxido de
hidrogénio, formalina a 3%, e a uma ampia
variacao de temperatura em relacao ao tempo de
exposicdo. Mesmo quando submetido a
temperatura de 60°C/5hs, apesar de haver uma
reducao no titulo, o virus ndo & completamente
inativado. O virion, relativamente sensivel ao
cloroformio, pode ser inativado em presenca de
compostos fendlicos, etanol (70%) e iodo organico
(0,5%). Embora existam estirpes viricas, de
origem respiratoria, gue sao sensiveis a acado da
tripsina, com frequéncia, a infecciosidade do virion
nao € comprometida pelo tratamento com esta
enzima (Joklik, 1983; Jones et al.,1994).

O REO AV difere do REO MAM nas
caracteristicas antigénicas, especificidade de
hospedeiro, replicagdo em cultura celular e presenca
de hemaglutininas. Como particularidade, somente
o REO MAM tem a capacidade de hemaglutinagao.
Nas amostras de REO AV esta importante
caracteristica bioldégica ndo é observada
(Robertson & Wilcox, 1986).

Com relagao ao isolamento, o REO AV tem
sido cultivado com sucesso em ovos embrionados
de galinha, via saco da gema ou membrana coério-
alantoide (MCA). A via saco da gema ¢ a
preferencial para o isolamento inicial do virus,
resultando em morte embrionaria trés a cinco dias
pos-inoculagao. A multiplicacao do virus na MCA
resulta na formag&o de placas necroticas, com
mortalidade embrionaria sete a oito dias pos-
inoculagéo (Rosenberger & Olson, 1995).

Em cultivo celular primario o virus replica-se
bem =m fibroblasto, figado, rim, pulmao,
macrofago e testiculo de embrido de galinha,
porem os melhores resultados foram obtidos em
hepatocitos. Para o cultivo em células de linhagem
continua podem ser utilizadas células VERO
(African Green Monkey Kidney), BHK (Baby
Hamster Kidney), GRFK (Grandell Feline Kidney),
GBK (Georgia Bovine Kidney), RK (Rabbit Kidney),
e PK 15 (Porcine Kidney). O efeito citopatogénico
(ECP) determinado pelo REO AV em cultura
celular é caracterizado pela formagao de células
multinucleadas (sincicios), que destacam-se da
monocamada formando pequenos orificios no

tapete celular. A coloracdo com hematoxilina e
eosina (HE) revela inclusoes intracitoplasmaticas
basofilicas e granulares (Guneratne et al., 1982).
A caracterizacao antigénica e/ou molecular do
REO AV pode ser realizada por varias técnicas
como: i) virus-neutralizacao; ii) FC; iii) IDAG: iv) IF;
v) ELISA; vi) mapeamento de oligonucleotideos: vii)
hibridizacao in situ; e viil) RT-PCR (White & Fenner,
1994; Liu & Giambrone, 1997; Xie et al., 1997).
Uma grande variacao antigénica, caracterizando
populacoes viricas heterogéneas, pode ser
encontrada em estirpes de REO AV. No Japao ja
foram descritos cinco sorotipos de REO AV
isolados a partir de swab retal e de traquéia,
enquanto que nos Estados Unidos foram
identificados quatro sorotipos isolados de amostras
biologicas colhidas da cloaca, do trato respiratorio
e do liguido sinovial (Rosenberger & Olson, 1995).
Wood & Thorhton (1981), comparando estirpes de
REO AV isoladas em diferentes paises concluiram
que existem pelo menos 11 diferentes sorotipos.

5 REOVIROSE ENTERICA AVIARIA

O REO AV tem sido associado a inumeras
patologias como a ruptura do tendao
gastrocnémico, doenga respiratoria, pericardite,
miocardite, hidropericardio, sindrome da ma
absorcao, necrose de figado, inflamacao nos tenddes
e membrana sinovial (artrite viral/ tenosinovite
infecciosa), diminuicao na taxa de crecimento
(refugagem), atrofia de bursa e timo, osteoporose e
enterite (Rosenberger & Olson, 1995).

Como em muitas ocasides, bactérias e outros
microrganismos podem também estar envolvidos,
determinando os mesmos sinais clinicos, 0 quadro
clinico especifico causado pelo REO AV pode ser
impreciso. Goodwin et al. (1993), propdem que 0s
casos de enterite pelo REO AV sejam
diferenciados das lesbes ocasionadas por
particulas virais semelhantes a enterovirus,
denominando as enterites ocasionadas pelo REQ
AV de reovirus-associated enteritis.

Apos a infec¢ao natural pelo REO AV a
replicagao viral ocorre principalmente nas
mucosas dos tratos digestivo e respiratoério,
seguida de viremia que resulta na disseminacao
do virus por praticamente todos os 6rgados em 24
a 48 horas pos-infecgdo. Aparentemente o
principal sitio de replicagao do REO AV € o trato
digestivo, porém o virus € capaz de persistir por
longos periodos em outros tecidos como tenddes,
oviduto e 6rgaos linféides (Menendez et al., 1975b;
Ellis et al., 1983).
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Kerr & Olson (1964), sugeriram que a resisténcia
ainfec¢do pelo REO AV estaria relacionada a idade
do hospedeiro. Jones & Georgiou (1984)
demonstraram através de um estudo de inoculacao
experimental, via oral e coxim plantar, em aves SPF
que as lesdes macro e microscopicas diminuem
em intensidade de acordo com 0 aumento da idade
das aves. Esta susceptibilidade a infeccao pode
estar relacionada a deficiéncia das aves jovens em
estabelecer uma resposta imune efetiva.

O REO AV pode ser transmitido tanto de forma
horizontal quanto vertical. A excrecao virica ocorre
principalmente pela via intestinal e, em menor
intensidade, pela via respiratoria (Menendez et al.,
1975a). Como o REO AV é relativamente resistente
ao calor e a acéo de desinfetantes, & possivel que
O virus permanec¢a viavel em incubadoras e em
aviarios, representando uma importante fonte de
infecgao para as populagdes subsequentes de aves.

A freqUéncia de identificacao do REO AV varia
consideravelmente de acordo com as técnicas de
diagnostico empregadas, a faixa etaria dos animais
e o curso da doenga. O isolamento do REO AV a
partir de fezes de aves clinicamente sadias é um
fato possivel e nao muito raro. tsto, muito
provavelmente deve-se a variagao de viruléncia
encontrada nas estirpes isoladas de casos clinicos
de campo (Robertson & Wilcox, 1986).

Os plantéis avicolas comprometidos por reovirose
podem apresentar alta mortalidade ou niveis normais
de mortalidade e elevada morbidade. As estirpes
de REO AV isoladas podem ser classificadas como
sendo de baixa, intermediaria e alta patogenicidade.
Os parametros a serem avaliados para esta
classificacdo incluem: i) sinais clinicos
apresentados; ii) taxa de mortalidade; iii) redugéo
no ganho de peso; iv) indice de conversao alimentar;
v)lesdes teciduais; vi) invasividade e vii) persisténcia
virica em aves inoculadas experimentalmente comum
dia de idade.

De modo geral, as estirpes classificadas como
de baixa patocenicidade n&o determinam
mortalidade, reduzZo de ge~ho de peso ou doenga
clinica. Os isolumentos com patogenicidade
intermediaria podem induzir taxas de mortalidade
de até 10%, reducéo do ganho de peso, que pode
serdemonstrada por varias semanas pos-inoculagao,
e lesoes teciduais microscopicas, particularmente nas
células intestinais. Porém, as estirpes de REO AV
consideradas de alta patogenicidade podem ser
responsaveis, isoladamente, por grave enfermidade
caracterizada por alta taxa de mortalidade, podendo
atingir até 80% das aves inoculadas. Nesta situacéo,
observa-se também plumagem anormal, reducdes nos
indices de ganho de peso e conversao alimentar,
desuniformidade e refugagem dos lotes. As lesdes

microscopicas determinadas pelas estirpes de alta
patogenicidade podem ser encontradas em varios
orgaos e tecidos como intestino, figado, pancreas
e tendao gastrocnémico. Verifica-se também neste
caso, maior persisténcia virica nos tecidos e uma
resposta imune mais intensa e prolongada
(Rosenberger etal., 1989).

Roessler & Rosenberger (1989), estudaram
através de inoculacao experimental a viruléncia de
trés estirpes de REO AV, em relag¢ao a idade das
aves. A estirpe mais patogénica foi reisolada do
timo, traquéia, figado, intestino, tonsila cecal, bursa
de Fabricius, tendao gastrocnémico e dos
leucocitos. A estirpe de média patogenicidade foi
reisolada do tend&o gastrocnémico e a estirpe de
baixa patogenicidade nao produziu qualguer leséo,
macro ou microscopica, e tao pouco foi reisolada.

Nos isolamentos de REO AV, realizados a partir
de casos clinicos de campo, varios sorotipos podem
ser encontrados. Hieronymus et al. (1983), isolaram
a partir de pintos com diarréia mucoide, de coloracéo
amarelo- alaranjada, e com sindrome de ma
absorgéo, cinco estirpes de REO AV pertencentes
a trés diferentes sorotipos.

Decaesstecker et al. (1988), na Bélgica, utilizando
as técnicas de ME e cultivo celular, analisaram 102
amostras de fezes de frangos de corte. O REO AV foi
detectado em 67% e 52% das amostras submetidas
a ME e ao cultivo celular, respectivamente. A maior
prevaléncia de REO AV ocorreu da primeira a quarta
semanas de idade sendo que, na segunda semana a
taxa de incidéncia foi superior. Ainda neste estudo,
também foram observados RV, adenovirus e
enterovirus-like, porém, o REO AV foi o virus
encontrado com maior frequéncia.

No Brasil, Alfieri et al. (1989b), utilizando a
técnica de EGPA detectaram o acido nucléico do
REO AV em 9,26% (5/54) das amostras de fezes
de frangos de corte estudadas.

Estirpes de REO AV isoladas do proventriculo e
do conteudo intestinal de frangos de corte, quando
inoculadas experimentalmente em aves SPF pelas
vias oral e ocular, produziram diarréia profusa, que
persistiu durante todo o experimento, eroséo
discreta no proventriculo e hiperplasia de linfocitos
(Lenz etal., 1998).

Sharma et al. (1994), relataram que o REO AV,
juntamente com o virus da Doen¢a de Gumboro,
causam imunossupressio e lesdo necrotica na
bursa de Fabricius.

Em frangos de corte, também inoculados
experimentalmente, verificou-se que a associagéo de
REO AV com Eimeria acervulina e Eimeria mitis
determina maior depressao das aves, intensificagéo
das lesdes intestinais e aumento na freqUéncia dos
problemas locomotores, quando comparado com a
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eimeriose e com a reovirose em infecgdes
singulares. Tambéem foi constatado que houve
necessidade de um numero muito maior de oocistos
esporulados, tanto de Eimeria acervulina quanto de
Eimeria milis, para reproduzir a sintomatologia
clinica e determinar reducao no ganho de peso.
Estes resultados comprovam o efeito sinergico do
REO AV na intensificacao do quadro clinico da
eimeriose experimental (Ruff & Rosenberger, 1985).

A associagao de REO AV com Cryptosporidium
sp determina grave diarréia, aquosa e profusa, em
codornas jovens. Em casos de campo foram
observados altos indices de mortalidade em aves com
idade inferior a cinco semanas. Microscopicamente
as vilosidades intestinais apresentaram-se atrofiadas
(Ritter et al., 1986).

Nos EUA, Montgomery et al. (1997), desafiaram

pintos de um dia de idade, utilizando como inoculo o
conteudointestinal de frangos de corte que apresentavam
queda de produtividade. A analise microbiologica
demonstrou que os contetidos intestinais continham
bactérias aerobias e anaerébias, virus da bronquite
infecciosa (IBV) e REO AV. Entretanto, somente nas
aves inoculadas com uma combinagao dos trés
agentes (IBV/IREO/bactéria) foi observada redu¢do no
ganho de peso, sugerindo que a associa¢ao de
agentes etiologicos agrava o quadro clinico.

A reovirose entérica também é problema grave em
outras espécies aviarias, destacando-se entre elas
os perus. OREO AV tem sido rotineiramente isolado,
como agente primario, a partir de amostras de fezes
de plantéis de perus que apresentam enterite
infecciosa, diarréia aquosa e altos indices de
mortalidade (Nersessian et al., 1985).

Em fun¢ao da grande estabilidade da particula viral
frente a variagbes de temperatura, o REO AV é um
virus de dificil eliminacao das instalacdes. Ha ainda a
possibilidade da transmissao horizontal e/ou vertical
que contribui com a disseminag30 do virus nos plantéis
aviarios. A utilizagdo de técnicas de diagnostico
adequadas, quz possibilitam & identificacdo do agente,
hem como a implantagdo r-e manejo zootécnico-
sanitario correto, que incluzg - mpeza e desinfec¢ao
rigorosas das instalagdes, também contribui
significativamente com o controle da reovirose entérica
aviaria.

6 PICOBIRNAVIRUS (PBV)

Virus com genoma constituido de dois segmentos
de RNA fd tém sido descritos em animais, plantas e
fungos. Os virus RNA fd bissegmentados que infectam
vertebrados séo classificados na familia Birnaviridae
e 0s membros mais importantes para a Medicina

Veterinaria sdo aqueles que causam a Doenca
Infecciosa da Bursa (Doenga de Gumboro) nas aves
e a Pancreatite Necrotica dos peixes (Brown, 1986).
O virion, nao envelopado, apresenta diametro médio
de 60 a 65 nm, com coeficiente de sedimentacao em
cloreto de césio de 1,32 a 1,35 g/cm?, e genoma
composto por duas moléculas de RNA fd com
tamanho estimado de 3,3 - 3,8 Kbp e 3,6 - 3,9 Kbp
para 0 pequeno € grande segmento gendmico,
respectivamente (Ozel & Gelderblom, 1985).

Um virus com estrutura genémica similar a da
familia Birnaviridae tem sido identificado como uma
possivel causa de diarréia em humanos e em varias
espécies animais, para qual o nome Picobirnavirus
(PBV) - pico (pequeno), birna (RNA bissegmentado)
foi proposto. O PBV apresenta diametro variando de
10 a 40 nm, simetria icosaédrica com triangulagao
(T) em numero de trés e densidade em cloreto de
césiode 1,4 g/ cm3. O genoma & constituido por dois
(2,6 21,9Kbp)outrés (2,9; 2 4; 0,9 Kbp) segmentos
de RNA fd (White & Fenner, 1994).

A primeira descri¢do do PBV foi realizada por
Pereira et al. (1988b) no Brasil. Através da analise por
EGPA do conteudo intestinal de ratos de vida livre
(Oryzomys nigripes), foi detectada a presenga de duas
bandas, bem definidas, de acido nucléico que podiam
ser coradas por brometo de etidio ou por nitrato de
prata. As moléculas formadoras destas bandas foram
susceptiveis a digestao com pancreatina, RNAse A,
porém, nao por RNAse T1 ou por DNAse |. Seu
tamanho foi estimado em cercade 2,6 a1,5Kbp para
o segmentos de maior e de menor massa molecular,
respectivamente. O coeficiente de sedimentacdo em
cloreto de césio apresentou densidade de 1,39 a
1,40g/cm? e o diametro da particula foi estimado em
aproximadamente 35 nm.

Ainfeccao de frangos de corte pelo PBYV foi descrita
pela primeira vez por Alfieri et al. (1988) que através
datécnica de EGPA, realizada em 120 extratos fecais
de aves com idade entre a primeira = oitava semanas,
encontraram o PBV em 17 (14,17%) amostras
provenientes de aves entre 25 e 35 dies de idade.
Posteriormente Alfieri (1992) descre veu a identificacéo
desse virus em frangos de cor'a de r utras faixas etarias
e também em galinhas poedeiras.

Leite et al. (1990), também empregando a técnica
de EGPA, analisaram 257 amostras de fezes de
frangos de corte colhidas em abatedouro e
encontraram o PBV em 44 (17,1%) amostras.

Barbosa et al. (1992), analisando por EGPA
amostras de fezes de pintos de corte de quatro a
nove dias, encontraram emuma amostra a presenca
de {rés bandas de RNA, que a ME revelou ser uma
particula de 35 nm de diametro com propriedades
idénticas ao PBV.

A analise por EGPA do contetdo intestinal de
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cobaios (Pereira, 1989), suinos (Gatti et al., 1989;
Alfieri et al., 1994), bovinos (Vanopdenbosch &
Wellemans, 1989), equinos (Browning et al., 1991),
leporinos (Gallimore et al,, 1993) caninos (Alfieri,
dados nao publicados) e inclusive de humanos (Pereira
etal, 1988a) também tem revelado a presenca, em
forma isolada ou em infeccao mista com outro
microrganismo, de virus com caracteristicas,
morfologica e gendémica, semelhantes ao PBV.

Em resumo, tanto em humanos quanto em
animais, incluindo as espécies aviarias, a identificacao

do PBV tem ocorrido em fezes com caracteristicas
diarréicas e de aspecto normal, podendo ou nao estar
associado a outros enteropatogenos. Comiisto, a real
importancia das infeccdes pelo PBV nos quadros
clinicos de diarréia, somente podera ser estabelecida
atraves da realizagéo de estudos epidemiologicos
abrangentes. Sua possivel participacao como agente
primario de infec¢oes entéricas, ou o seu significado
patogénico em associacao com oulros enteropatogenos
ja descritos, deverao ser melhor avaliados tanto através
de infeccdes naturais quanto experimentais.

ALFIERI, A.F.; TAMEHIRO, C.Y.; ALFIERI, A.A.. Enteric virus with segmented double-stranded RNA genome
in broiler chicken: Rotavirus, Reovirus and Picobirnavirus. Semina: Ci. Agrarias, Londrina, v. 21, n. 1,
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ABSTRACT: Enteric infections account for considerable economic losses to the poultry industry through
weight loss, low food conversion, direct and indirect expenses with treatments and increased death rates.
Poultry intestinal pathologies, either with local or general manifestations, can be caused by bacteria, protozoa
or virus, acting alone or in association. Regarding viral etiology, several genera have been isolated from
poultry with enteric disease. However, two genera from the Reoviridae family, the rotavirus and the reovirus
are found more frequently in broiler chicken and/or laying hen feces. These virus have been associated
with clinical signs of enteritis in most epidemiological research. This revision aims to present some topics
on the etiological agents (rotavirus, reovirus and picobirnavirus), the clinical disease and the diagnostic
and control methods and prophylaxis of the infection.

KEY WORDS: Broiler chicken, diarrhea, rotavirus, reovirus, picobimavirus.
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