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Resumo

Ribeiro, Leonardo Clasen. Identificagcdo molecular de poxvirus aviério Clado E na
regido sul do Brasil. 2020. 44f. Dissertacédo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterindria, Faculdade de Veterinéria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

A avicultura comercial constitui uma das principais atividades econémicas do Brasil,
classificando o pais como o maior exportador e o segundo maior produtor de carne de
frango do mundo. Além disso, criagBes de fundo de quintal envolvendo animais para
fins de postura, corte ou pet também fazem parte do cenério nacional. Atualmente, a
natureza da avicultura moderna aumenta a probabilidade de ocorréncia de surtos de
diversas doencas, devido a concentracdo das unidades produtoras e da densidade
dos animais nos alojamentos. A Bouba Aviaria € uma das enfermidades de
importancia na producao avicola, podendo levar a perda significativa da produtividade
ou até mesmo a morte das aves. A doenca € causada por virus pertencentes ao
género Avipoxvirus, podendo ser transmitida através de artrépodes ou através do
contato direto do tecido lesionado com o agente. De acordo com a similaridade entre
0s genomas desses virus, o género foi subdividido em trés clados: A, B e C, porém
com a identificacdo de isolados que ndo se enquadravam nos mesmos, dois novos
clados, D e E, foram propostos. A vacinacdo é o principal meio para controle e
prevencdo da doenca, porém, ainda existem relatos de ocorréncia de surtos em aves
vacinadas, provavelmente devido a baixa protecdo cruzada contra novas cepas
circulantes oferecida pela vacina. Ainda existe pouco conhecimento quanto a
epidemiologia e distribuicdo do virus em relagéo as suas caracteristicas moleculares.
Com base nisso, realizou-se a caracterizacdo molecular do virus em amostra de uma
galinha domestica criada em fundo de quintal no municipio de Pelotas, que
apresentava sinais clinicos caracteristicos da enfermidade. Através da técnica de PCR
e construcdo da arvore filogenética das sequéncias obtidas dos genes que codificam
a proteina de nucleo 4b (P4b) e DNA polimerase, classificou-se a primeira cepa de
Avipoxvirus pertencente ao proposto clado E no Brasil. Com o resultado desse
trabalho, evidencia-se a necessidade de um maior estudo sobre a epidemiologia do
virus no pais, devido a capacidade do mesmo de acometer aves ja vacinadas.

Palavras-chave: Analise Filogenética; Avipoxvirus; Bouba Aviaria; Clado E; DNA
Polimerase; P4b.



Abstract

Ribeiro, Leonardo Clasen. Molecular identification of Clade E avian poxvirus in
southern Brazil. 2020. 44f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de
Pé6s-Graduagcdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

Commercial poultry farming is one of Brazil's main economic activities, ranking the
country as the largest exporter and second largest chicken meat producer in the world.
In addition, backyard creations involving animals for laying, cutting or pet purposes are
also part of the national scene. Currently, the nature of modern poultry farming
increases the likelihood of outbreaks of various diseases due to the concentration of
production units and the density of animals in housing. Fowl pox disease is one of the
important diseases in poultry production and can lead to significant loss of productivity
or even death of birds. The disease is caused by viruses belonging to the genus
Avipoxvirus, which can be transmitted through arthropods or through direct contact of
the injured tissue with the agent. According to the similarity between the genomes of
these viruses, the genus was subdivided into three clades: A, B and C, but with the
identification of isolates that did not fit into them, two new clades, D and E, were
proposed. Vaccination is the primary means of disease control and prevention, but
there are still reports of outbreaks in vaccinated birds, probably due to the low cross-
protection against new circulating strains offered by the vaccine. There is still little
knowledge about the epidemiology and distribution of the virus in relation to it
molecular characteristics. Based on this, the molecular characterization of the virus
was performed in a sample of a domesticated chicken reared in the backyard of
Pelotas, which presented characteristic clinical signs of the disease. Through the PCR
technique and construction of the phylogenetic tree of the sequences obtained from
the genes encoding the 4b nucleus protein and DNA polymerase, the first Avipoxvirus
strain belonging to the proposed clade E was classified in Brazil. With the result of this
work, it is evident the need for a larger study on the epidemiology of the virus in the
country, due to its capacity to affect already vaccinated birds.

Keywords: Phylogenetic Analysis; Avipoxvirus; Fowl Pox; Clade E; DNA Polymerase;
P4b.
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1 Introducéo

A avicultura comercial no Brasil é uma das principais atividades econémicas
nacionais, contribuindo com cerca de 1,5% do produto interno bruto (PIB).
Desenvolveu-se rapidamente a partir da década de 70, saindo da classica criacdo de
subsisténcia para a avicultura moderna (RODRIGUES et al., 2014). Os dados mais
recentes, referentes ao ano de 2018 sobre a producéo avicola, classificam o Brasil
como o segundo maior produtor de carne de frango no mundo, com 12,9 milh&es de
toneladas e o maior exportador, com 4,1 milhdes de toneladas, tendo um consumo
per capita estimado de 42kg. Quanto a producdo de ovos, o Brasil produziu 44,5
bilhdes de unidades, tendo exportado 11,67 mil toneladas, com consumo per capita
de 212 ovos (SCHMIDT e Silva, 2018; ABPA, 2019). Além da avicultura comercial, as
criacdes de fundo de quintal ainda estdo presentes na maioria do territorio nacional,
envolvendo animais para fins de postura, corte ou pet.

Devido a natureza da avicultura moderna, notou-se o aumento da concentracao
de unidades produtoras e da densidade de animais nos alojamentos, bem como o
aumento do transito internacional de produtos e servicos. Dessa maneira, a
probabilidade de que ocorram surtos de diversas doencas aumenta cada vez mais,
sendo essas enfermidades oriundas de outros locais ou endémicas, a partir de
mutacdes ou variagdes genéticas (DEVLIN et al., 2016; TRIPATHY & REED, 2020).

Além da avicultura comercial, ameacas a biodiversidade de aves no pais
também sdo motivos de preocupacao, devido a possiveis extincdes e desequilibrio de
populacées. Existem hoje cerca de 1900 espécies de aves catalogadas, distribuidas
nos mais variados biomas nacionais, alguns destes, como lagoas, lagunas e o extenso
litoral, conhecidos por fazerem parte de rotas migratérias de diversas aves (LIMA &
BATALLA, 2018). Algumas destas aves migratorias sdo conhecidas por disseminar
agentes infecciosos, como os virus da Influenza Aviéaria, Febre do Nilo Ocidental e da
Bouba Aviaria (VIANA et al., 2016; KIM et al.,, 2017). Casos como o declinio e a
extincao de diversas espécies de aves nativas das ilhas do Havai, devido a introducéo

do agente causador da Bouba Aviaria (Avipoxvirus) e
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de um dos seus agentes transmissores (Culex quinquefasciatus), demonstram o0s
possiveis impactos de enfermidades exéticas na fauna silvestre (VAN RIPER Il &
FORRESTER, 2007; VANDERWEREF et al., 2016).

A Bouba Aviaria € uma doenca causada por virus do género Avipoxvirus,
pertencentes a familia Poxviridae e subfamilia Chordopoxvirinae. Dentro desse
género existem dez espécies reconhecidas e trés espécies propostas (ICTV, 2018).
Esses virus sdo envelopados e possuem genoma composto por &cido
desoxirribonucleico (DNA) linear de fita dupla, tendo cerca de 300 kbp de extenséo.
Os sinais clinicos da enfermidade s&o baseados em trés formas distintas de
apresentacao: cutanea, diftérica e sistémica, sendo a primeira de maior casuistica
(AFONSO et al., 2000; AVILA-REYES et al., 2019).

A transmissdo da Bouba Aviaria pode ocorrer mecanicamente através de
artropodes hematofagos ou pelo contato direto do tecido epitelial lesionado com o
virus, sendo esse extremamente resistente no ambiente e facilmente carreado por
agua, alimento e cama aviaria contaminada. Algumas espécies de insetos ja foram
identificadas como importantes vetores mecanicos para esse virus, Como mosquitos
dos géneros Culex e Aedes (YEO et al., 2019).

O controle e a prevencdo da enfermidade envolvem medidas de
biosseguridade, com controle do transito de animais, veiculos e pessoas, controle de
mosquitos e desinfec¢cdes nos criatorios. Além disso, existem também vacinas
comerciais disponiveis, as quais praticamente eliminaram a doenca na indudstria
avicola. Apesar disso, surtos em aves vacinadas ainda sao relatados, potencialmente
devido as cepas vacinas oferecerem baixa protecdo cruzada para novas cepas
circulantes, como por exemplo, as cepas pertencentes ao clado E (BANYAI et al.,
2015; MAPACO et al., 2017; TRIPATHY & REED, 2020).

A nomenclatura das espécies de avipoxvirus é realizada utilizando o prefixo do
animal no qual o virus foi isolado, adicionado ao sufixo “pox” e a palavra “virus”. Devido
a capacidade de uma cepa viral afetar diversas espécies de aves, outra classificacdo
foi proposta, separando o0 género dos Avipoxvirus em trés clados, A, B e C, baseada
nas diferencas moleculares das cepas. Nesses grupos, estao agrupadas as cepas de
galinhas, canarios e psitacideos, respectivamente (JARMIN et al.,, 2006;
GYURANECZ et al., 2013; ICTV, 2018).

Devido ao pouco conhecimento sobre a epidemiologia e a distribuicdo do virus no

pais, estudos com enfoque na identificacdo das cepas endémicas no Brasil
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necessitam ser realizados para um melhor entendimento da doenca e suas possiveis
consequéncias na avicultura industrial e avifauna brasileira. Com o objetivo de ampliar
0 conhecimento epidemiolégico acerca do poxvirus aviario no pais, buscou-se,
através de técnicas moleculares, a identificagdo do virus em casos clinicos suspeitos
recebidos pelo Laboratério de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de

Pelotas.
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2 Revisao da Literatura

2.1 Etiologia

Os poxvirus formam uma complexa familia de virus, capazes de infectar
diversas espécies animais. A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias:
Entomopoxvirinae, abrangendo os virus que infectam animais ndo vertebrados e
Chordopoxvirinae, que possuem como hospedeiros os animais vertebrados. A
subfamilia Chordopoxvirinae é composta por onze géneros e quarenta espécies,
sendo 0 género Avipoxvirus 0 Unico com capacidade de infectar animais néo
mamiferos. Esse género engloba dez espécies: Canarypox virus, Fowpox virus,
Juncopox virus, Mynahpox virus, Pigeonpox virus, Psittacinepox virus, Quailpox virus,
Sparrowpox virus, Starlingpox virus e Turkeypox virus (ICTV, 2018).

Os Avipoxvirus (APV, do inglés avianpoxviruses) sdo envelopados e possuem
genoma DNA de fita dupla linear com extensédo de aproximadamente 300 kpb (mil
pares de bases). O genoma € composto por duas regifes flanqueadoras chamadas
de “repeticdo terminal invertidas” (ITRs, do inglés inverted terminal repeats), com
diversas fases abertas de leitura (ORF, do inglés open reading frame) (RAJA, 2019).
Essa regido também contém diversos genes homélogos que desempenham um papel
indispensavel na transcrigdo viral, bem como, na montagem dos virions, sendo genes

conservados entre as espécies de avipoxvirus (TULMAN et al., 2014).

2.2 ldentificacdo molecular

Para entender a especificidade de hospedeiros, bem como a variacdo de
genoma das diferentes cepas de Avipoxvirus e sua viruléncia, grupamentos foram
propostos para dividir os membros do género. A classificacdo das cepas pela espécie
do hospedeiro no qual o virus foi isolado primeiramente ndo foi totalmente efetiva,
principalmente devido ao fato da maioria das cepas conseguirem infectar mais de uma
espécie de ave (RAJA, 2019). Muitos estudos utilizaram diferentes primers para
amplificar diversas regides alvo do genoma dos APVs através da técnica de PCR,

sendo o locus 167, que codifica a P4b, o mais utilizado para a
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classificacao filogenética (GHALYANCHILANGEROUDI & HOSSEINI & MORSHED,
2018).

Com base nas sequéncias disponiveis nos bancos de dados, a classificacédo
mais aceita atualmente foi proposta por Jarmin et al. (2006), separando os APVs em
trés grandes clados, sendo o clado A representado pelo Fowlpox virus, clado B pelo
Canarypox virus e clado C pelo Psittacinepox virus. Dentro dos clados foram
realizadas divisbes, sendo o clado A dividido em sete subclados (Al, A2, A3, A4, A5,
A6 e A7) e o clado B em trés subclados (B1, B2 e B3) (LE LOC'H et al., 2015). Dentro
dos subclados, podemos citar o0 A1 sendo composto por virus isolados de aves da
ordem Galliformes, subclado A2 com cepas de virus que infectam pombas domésticas
(ordem Columbiformes) e B1 com cepas isoladas de diversas aves da ordem
Passeriformes, como demonstrado pela Figura 1 (GYURANECZ et al., 2013; BANYAI
et al., 2015; KUNERT-FILHO et al., 2016).
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Figura 1 - Arvore filogenética das sequéncias parciais do gene da P4b dos
Avipoxvirus (KUNERT-FILHO et al., 2016)

Entretanto, alguns autores tém demonstrado a capacidade de uma mesma

espécie viral estar agrupada em clados diferentes, confirmando a teoria de que
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existem variacbes na gama de cepas que podem afetar um mesmo hospedeiro.
Jarmin et al. (2006) demonstraram que dentre os Pigeonpox virus isolados de casos
clinicos do estudo, alguns destes poderiam ser classificados como clados A2 e outros
como B2, demonstrando a capacidade de virus de diferentes clados afetar um mesmo
hospedeiro.

Devido ao surgimento de virus que nao se enquadram nos clados atuais, dois
novos clados foram propostos, sendo o clado D composto por um isolado responsavel
por um surto da doenca em codornas e o clado E por isolados oriundos de surtos em
perus e galinhas de criacbes comerciais na Hungria e em Mocambique,
respectivamente (MANAROLLA et al., 2010; BANYAI et al., 2015; MAPACO et al.,
2017). As aves de ambos os estudos haviam sido imunizadas com vacinas comerciais
feitas a partir de cepas do clado A, demostrando uma possivel falha vacinal devido a
baixa imunidade cruzada entre as cepas.

No Brasil, o primeiro estudo relatando analises filogenéticas envolvendo o virus
da Bouba Aviaria foi realizado no ano de 2016, a partir de um surto em perus. Os
resultados encontrados classificaram as cepas no subclado A1l (KUNERT-FILHO et
al., 2016).

2.3 Epidemiologia

Os APVs estéo distribuidos mundialmente, infectando uma elevada diversidade
de aves silvestres e domésticas. Van Riper & Forrester (2008) realizaram um
levantamento epidemiolégico, buscando artigos e dados na literatura, para avaliar a
gama de espécies aviarias suscetiveis a infec¢cao por APV. Eles encontraram um total
de 278 espécies, abrangendo 20 ordens distintas. Uma atualizacdo desse
levantamento, realizada por Carulei (2018), demonstrou um aumento para 337
espécies dentro de 77 familias.

Na india, Sahu et al. (2019) descreveram a emergéncia dos casos de bouba
aviaria causados por virus pertencentes aos subclados Al e A3 em galinhas e
pombos, respectivamente. Cepas isoladas a partir de lesbes em galinhas e canarios
no Irda, foram classificadas como subclados Al e B1l, respectivamente, corroborando
com 0s estudos prévios sobre o0s membros de cada clado
(GHALYANCHILANGEROUDI & HOSSEINI & MORSHED, 2018).

No continente africano, alguns autores ja realizaram trabalhos sobre a

epidemiologia do APV. Mapaco et al. (2018) realizaram um estudo entre os anos de
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2016 e 2018 em Mocambique, encontrando cepas pertencentes aos clados Al e A2,
porém 0s mesmos autores ja haviam relatado o subclado Al e o proposto clado E no
ano de 2016 (MAPACO et al. 2017). J4 Offerman et al. (2013) encontraram em
diversas regides da Africa do Sul os subclados A2 e A3.

Em um zoolégico em Lisboa (Portugal), o fragmento amplificado de uma
amostra de lesdo em flamingo (Phoenicopterus ruber) apresentou 100% de identidade
com cepas encontradas em aves de uma familia diferente (Otididae), sendo
classificada no subclado B2 (HENRIQUES et al., 2016). Na Bélgica, Reddy et al.
(2017) identificaram cepas causadoras de surtos em pinguins (Spheniscus humboldti)
e galinhas domésticas, classificadas como Bl e Al, respectivamente, tendo o
fragmento analisado 100% de identidade com outras cepas de estudos de aves
silvestres da Europa e dos Estados Unidos (EUA).

O primeiro relato de um pato migratério (Anas crecca carolinensis) foi realizado
nos EUA, no estado do Alasca, no ano de 1979 (MORTON et al., 1979). Também nos
Estados Unidos, em um dos primeiros relatos de APV em uma espécie de beija-flor,
foi identificado um virus pertencente ao subclado A3 (GODOQY et al., 2013). Surtos em
criacdes comerciais de aves com vacinacdo nesse pais tém sido relatados, sugerindo
alteracdes nas cepas endémicas ou a insercdo de novas cepas com baixa protecao
cruzada (TRIPATHY & REED, 2020). Além disso, a inser¢cdo do genoma do virus da
reticuloendoteliose aviaria (REV) no genoma dos APV tem demonstrando um aumento
de viruléncia do mesmo, podendo ser um fator importante no ressurgimento da doenca
(RAJASEKARAN et al., 2019).

Durante um estudo realizado em janeiro e fevereiro de 2019 com observacéo
de aves na Guatemala, 14 das 63 aves observadas (22,22%) na natureza
apresentaram lesGes macroscopicas similares a Bouba Aviaria. Dentro das 18
espécies observadas no estudo, oito foram visualizadas com lesdes caracteristicas ou
tumores localizados em areas descobertas de penas, sendo cinco migratorias e trés
endémicas da regido. Com a elevada prevaléncia dos sinais encontrados, estudos
com a captura e coleta de material vem sendo propostos no pais para fins de
diagnéstico e epidemiologia, visto que ndo se sabe as possiveis consequéncias para
a avifauna residente e migratéria (ANLEU et al., 2019).

Ferreira et al. (2018) relataram o surto da doenca no Brasil em perus de criagéo
comercial ja vacinados in ovo. Durante um ano, dezesseis mil perus foram

identificados com lesBes sugestivas de poxvirus, com a presenca dessas no
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abatedouro variando entre 1 e 40%. O controle nos lotes subsequentes so foi possivel
com a implementacdo de uma segunda dose de vacina via membrana da asa entre
0s 45-60 dias de vida dos animais.

Também no Brasil, Murer et al. (2018) demonstraram um surto de bouba aviéria
em um criatério de aves ornamentais. As aves apresentavam letargia, penas
arrepiadas, dispneia e rapida mortalidade de algumas aves apds o surgimento da
sintomatologia. As aves mais afetadas foram espécies de psitacideos oriundos da
Australia. Apds a andlise filogenética, a cepa encontrada foi classificada como clado

C, no qual os Psittacipox virus normalmente sdo enquadrados.

2.4 Ciclo Replicativo

A entrada e infeccdo do APV no hospedeiro depende de lesbes no tecido
epitelial, visto que o virus ndo apresenta mecanismo para penetracdo nos tecidos
intactos. Apesar disso, células da mucosa do trato respiratério superior ja foram
descritas como altamente suscetiveis a infec¢éo do virus, possibilitando a infec¢éo via
canal lacrimal, mesmo em tecido aparentemente ndo lesionado (ELEAZER, 1983).

Apos a entrada do virus na célula por fusdo da membrana plasméatica ou
endocitose, o nucleocapsideo viral é liberado no citoplasma, onde ocorre todo o ciclo
replicativo do virus, o que é uma excecdo entre 0s virus DNA. Os virions do
Avipoxvirus carregam consigo todas as enzimas para a producao e modificacdo dos
RNAs mensageiros (MRNAS) para a sintese de suas proteinas, além de codificar
todas as enzimas necessarias para a transcricdo e replicacdo do genoma viral
(BOULANGER, SMITH & SKINNER, 2000).

O inicio da replicacao viral acontece de 12 a 24h pés infeccéo (PI), porém com
baixa replicagdo do DNA viral até as 60h PIl. Na fase inicial da replicagdo, ocorre
acentuada hiperplasia epitelial, com aumento da sintese de DNA celular e aumento
no namero de células (em até 2,5x) até entre 60 e 72h PI, onde ocorre a queda de
sintese de DNA celular e o aumento do DNA viral. Entre 72 e 90h PI, ndo é mais
observada a hiperplasia e a sintese de DNA viral aumenta progressivamente. A partir
dai é iniciada a fase de producgéo de proteinas virais e montagem de particulas virais
maduras, que deixam a célula do hospedeiro através de brotamento ou lise (RAJA,
2019).
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2.5 Patogenia e sinais clinicos

Tipicamente, a Bouba Aviaria apresenta duas formas clinicas: cutanea e
diftérica. Uma terceira forma ainda é relatada, causando principalmente sinais
sistétmicos em canérios devido a infeccdo pelo Canarypox virus, com elevada
mortalidade. A taxa de mortalidade da enfermidade varia conforme a forma clinica
apresentada, sendo a cutanea de menor impacto e severidade quando comparada a
diftérica (ZHAO et al, 2014).

A forma cutanea da enfermidade se caracteriza pelo surgimento de lesbes
nodulares em locais ausentes de penas, como crista, barbela, palpebras e patas.
Estes locais tém maior propensdo ao surgimento de lesbes cutaneas, causadas por
brigas, canibalismo ou picadas de insetos, propiciando a entrada do virus. Algumas
aves podem perder a visdo devido aos nodulos nas palpebras causarem lesdes
oculares, diminuindo a capacidade de obtenc&o de alimento e 4gua pela ave, bem
como sua habilidade para sobreviver na natureza (LOC’H et al., 2017; GIOTIS &
SKINNER, 2019).

A caracteristica das lesdes da forma cutanea sao a hiperplasia da epiderme,
com o aparecimento de nddulos inicialmente brancos que aumentam de tamanho e
tornam-se amarelados. Posteriormente, as lesdes tendem a se tornar enegrecidas
com base hemorragica, com facil descamacéao das “crostas” formadas (AKAMBI et al.,
2016). Essa é a principal fase de disseminacgéo do virus, devido as crostas possuirem
uma elevada concentracdo de virions altamente resistentes ao ambiente e facilmente
transmitidos a outras aves via solo, agua ou alimento (LO et al., 2017).

Na forma diftérica, lesGes nodulares caseosas opacas se desenvolvem na
mucosa do trato respiratorio superior, boca, eséfago e lingua. Acontece devido a
ingestdo de virions presentes no ambiente, que entram em contato com a mucosa
oral. Essa forma pode influenciar na alimentacéo e respiracdo devido a obstrucédo das
vias respiratoria/digestoéria do animal, podendo levar a inanicdo, desnutricdo, asfixia e
morte. As formas cutdneas e diftéricas podem ocorrer no mesmo animal
simultaneamente (GIOTIS & SKINNER, 2019).

A forma sistémica da doenca é relatada com maior frequéncia em surtos em
canarios, com elevada mortalidade e o aparecimento de lesGes cutaneas e diftéricas
associadas a sinais clinicos respiratérios. Surtos ocorridos em quarentenas e
criatorios de canarios demonstraram taxas de mortalidades variando entre 30 e 50%
(SHAIB, 2018; AVILA-REYES et al, 2019).
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2.6 Diagnéstico

As principais técnicas utilizadas para o diagndstico de poxvirus aviario sao o
isolamento viral, a histopatologia (TRIPATHY & REED, 2020) e o diagndstico
molecular, tendo como alvo parte do gene codificante para a P4b (LEE & LEE, 1997),
gue tem sido amplamente utilizado desde divulgacdo do estudo de Binns et al. (1989),

que analisaram as caracteristicas desse gene.

2.6.1 Isolamento viral

O isolamento viral é realizado através da inoculacdo de solugdo contendo
macerado das lesdes cutaneas ou diftéricas do animal suspeito em membrana
corioalantoide (CAM) de ovos de galinha embrionados livres de patégenos (SPF, do
inglés specific phatogen free) com idade entre 9 e 12 dias. O macerado de lesdes
deve ser centrifugado e eluido em meio contendo antibiotico, para que ndo ocorra a
morte do embrido devido a contaminacao bacteriana. O diagnostico é feito de cinco a
sete dias apés a inoculacdo do virus e incubacdo dos ovos a 37°C, a partir da
visualizacdo de lesBes pustulares focais ou espessamento generalizado da CAM
devido areplicacéo viral (TRIPATHY & REED, 2020). O virus também pode ser isolado
em cultura de células embrionarias de galinha como fibroblastos, células renais,
células da derme ou em linhagem celular de fibrossarcoma de codorna (QT-35).
Dessa maneira, a replicagcdo viral pode ser visualizada através do efeito citopatico
apos quatro a seis dias de inoculagéo, consistindo na perda da morfologia celular
(arredondamento das células) e necrose (SCHNITZLEIN et al., 1988; GHILDYAL et
al., 1989).

2.6.2 Histopatologia

No exame histopatoldgico é possivel observar a hiperplasia do epitélio com
corpusculos de inclusao eosinofilicos (corpusculos de Bollinger) no citoplasma celular
através de coloragéo por hematoxilina-eosina (TRIPATHY & REED, 2020).

2.6.3 Diagndéstico molecular
O diagnéstico molecular do poxvirus aviario pode ser feito através de técnicas
de PCR, PCR-RFLP (do inglés, restriction fragment length polymorphism),

hibridizacdo e sequenciamento a partir do gene codificante para a proteina 4b.
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Técnicas de biologia molecular possuem elevada especificidade e sensibilidade para
deteccdo de APVs (FATUNMBI et al., 1995).

O gene codificante para proteina do nucleo viral 4b possui 1976 bp (pares de
bases) e é usualmente utilizado como alvo para diagnostico devido ao seu alto grau
de conservacdo entre as espécies do género. O par de primers P4b (LEE & LEE,
1997) amplificam uma porcéo desse gene, gerando para todas as espécies do género
um fragmento de 578 bp (LUSCHOW et al., 2004).

2.7 Prevencao e Controle

As principais formas de prevencdo e controle da Bouba Aviaria sdo feitas
através da vacinacdo. Atualmente, existem dois diferentes tipos de vacina disponiveis
no mercado: a vacina de Pigeonpox virus (virus isolado de pombos), a qual é
composta pelo virus vivo sem atenuacdo, sendo utilizada para a vacinacdo de
galinhas e perus, pois nessas espécies esse virus € naturalmente menos virulento. E
a vacina de Fowlpox virus, que € produzida a partir da inoculacdo do virus na
membrana corioalantoide de ovos embrionados SPF ou através da passagem do virus
em cultivo celular, levando a atenuacao viral (ALEHEGN & CHANIE & MENGESHA,
2014; TRIPATHY & REED, 2020).

Embora a vacinacdo possa ser realizada em aves de qualquer idade, é
recomendada a utilizacdo de vacinas vivas apenas em animais com idade igual ou
superior a quatro semanas ou até duas semanas antes do inicio da producéo, no caso
de poedeiras. Se o periodo de permanéncia em producao for superior a um ano a
revacinacdo é recomendada. A vacina atenuada ndo possui tantas restrices,
podendo ser utilizada em aves de um dia de idade. Ainda, a vacinacéo pode ser feita
“‘in ovo” no décimo oitavo dia de incubacédo (RAJA, 2019; TRIPATHY & REED, 2020).

O controle da disseminacédo do virus no ambiente torna-se dificil, uma vez que
0 poxvirus aviario demonstrou-se resistente a produtos quimicos como éter,
cloroférmio e fenol, sendo inativado com potassio caustico ou através de calor a
temperaturas de 50°C por trinta minutos ou 60°C por oito minutos (ANDREWES,
1978). Em crostas secas no ambiente, 0 virus pode sobreviver por meses ou anos
(TRIPATHY & REED, 2020).
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4 Consideracdes Finais

De acordo com o resultado encontrado neste trabalho, demonstra-se a
presenca do APV entre aves de fundo de quintal na regiédo sul do Rio Grande do Sul,
corroborando com o descrito por outros autores em trabalhos similares no pais. Apos
0 sequenciamento e analise filogenética do virus causador da infeccédo, ele foi
classificado como pertencente ao clado E, grupo que nunca havia sido descrito no
Brasil. Esse resultado demonstra a necessidade de mais estudos epidemiol6gicos e
moleculares a respeito do virus causador da Bouba Aviaria no Brasil, com o intuito de
melhorar o entendimento sobre a doenca e prever possiveis consequéncias a
avicultura brasileira, uma vez que os virus desse clado sdo conhecidos por causar a
enfermidade mesmo em aves vacinadas. Além disso, a avifauna também é motivo de
preocupacdo, visto que ainda ndo foram realizados estudos sobre a gama de

hospedeiros afetados por virus do clado E.
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Método de captura Serdo utihizados animais capturados e encaminhados até o NURFS-CETAS.

Ceadigo para cadastro n® CEEA 15778-2018

M.V, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

Documento assinade eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLD FELIX, Médico Veterinario, em

hittps-iisei ufpel. edu. brfseicantrolader php Pacao=documento_visuslizarfacao_origem=pratocolo_pesquisardid_dacumento=1720858infra_sistem... 12
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15/05/2018, as 10:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8539,

-
Sell E de & de gutubro de 2015.

F Ly ]

i § A autenticidade deste documento pode ser conferida no site htrp://sei.ufpel. edu. br/seifcontrolador externo.php?
q dcao=documento conferir&id orgac acesso externo=0, informando o codigo verificador 0143594 e o codigo CRC

Referéncia: Processo ng 23110.015775/2016-17 5El n2 0143504

Criado por 00246127074, versdo 2 por 00246127074 em 15/05/2018 10:34:50.



