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RESUMO

NASCIMENTO, Y. T. H. Pesquisa e caracterizacdo molecular de poxvirus em
psitacideos nativos e exoticos. 2024. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2024.

A poxvirose é causada por um virus DNA de fita dupla, pertencente ao género
Avipoxvirus, familia Poxviridae. E considerada de ocorréncia comum em aves
comerciais, domésticas e silvestres, afetando aves de todas as idades, sexo e
espécies. A doenca € caracterizada pela formacao de lesGes proliferativas discretas
nas areas aptéricas da pele e/ou lesdes proliferativas has membranas mucosas dos
tratos respiratorio e digestorio superiores. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
avaliar retrospectivamente (2015-2021) a prevaléncia e caracteristicas
epidemioldgicas do poxvirus em Psittaciformes nativos e exoticos cativos no estado
de Sao Paulo. Foram selecionadas amostras de swabs de orofaringe e/ou cloaca,
fezes, sangue, tecidos e/ou swab de lesdo palpebral provenientes do banco de
amostras do Laboratério de Ecopatologia de Aves, FMVZ-USP. As amostras foram
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) baseada na sequéncia do
gene que codifica a proteina de nucleo P4b, seguidas por sequenciamento e analise
filogenética. No total, foram analisadas 300 aves, representadas por 339 amostras,
sendo 54,3% (163/300) psitacideos nativos de 27 espécies e 45,7% (137/300)
psitacideos exéticos de 19 espécies. Quanto a origem, 68,7% (112/163) das aves
nativas amostradas eram provenientes de criatérios, 19% (31/163) de centros de
reabilitacdo e 12,3% (20/163) eram domiciliadas. Por outro lado, entre as aves
exoticas, 81% (111/137) eram de criatdrios, 9,5% (13/137) de centros de reabilitacdo
e 9,5% (13/137) domiciliadas. Dos 163 psitacideos nativos, um Amazona aestiva foi
positivo (0,6%) para o poxvirus pela PCR. Entre os 137 psitacideos exéticos, dois
(1,5%) individuos foram positivos, um Platycercus eximius e um Barnardius barnadis.
A analise filogenética das trés sequéncias obtidas revelou que duas aves do mesmo
criatério agruparam com sequencias de psittacinepox (clado C) disponiveis no
GenBank. O criatorio de origem destas duas aves teve historico de casos sugestivos
de poxvirose. A sequéncia da outra ave exética agrupou com sequéncias do clado A
(fowlpox), clado este onde se agrupam principalmente os poxvirus de galinhas,



perus e pombos. Esta sequéncia apresentou 100% de identidade com sequéncias
de pombos. Os resultados demonstram a circulacéo dos clados A e C de Avipoxvirus
em Psittaciformes no Brasil, ressaltando a importancia de uma vigilancia
epidemioldgica nos criatérios e mantenedores de psitacideos para avaliacdo da
diversidade viral e risco da presenca deste virus para as populacfes ex situ e in situ.

Palavras-chave: Aves silvestres, Aves exoéticas, Avipoxvirus, Bouba aviéria,

Poxvirose.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Y. T. H. Molecular characterization of poxviruses in native and
exotic psittacine birds. 2024. 45p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2024.

Poxvirus disease is caused by a double-stranded DNA virus, belonging to the
Avipoxvirus genus, family Poxviridae. It is considered a common occurrence in
commercial, domestic, and wild birds, affecting birds of all ages, sex, and species.
The disease is characterized by the formation of discrete proliferative lesions in
apteric areas of the skin and/or proliferative lesions in the mucous membranes of the
upper respiratory and digestive tracts. Therefore, the objective of this study was to
retrospectively evaluate (2015-2021) the prevalence and epidemiological
characteristics of poxvirus in captive Psittaciformes, native and exotic, in the state of
Sao Paulo. Cloacal and/or oropharyngeal swabs, feces, blood, tissues and/or an
eyelid lesion swab samples were selected from the repository of the Laboratério de
Ecopatologia de Aves, FMVZ-USP, Brazil. DNA samples were submitted to
polymerase chain reaction (PCR) based on the sequence of the gene that encodes
the P4b core protein, followed by sequencing and phylogenetic analysis. In total, 300
psittacine birds were analyzed, represented by 339 samples, 54.3% (163/300) were
native birds from 27 species and 45.7% (137/300) were exotic birds from 19 species.
Regarding origin, 68.7% (112/163) of the native birds sampled were from aviaries,
19% (31/163) from rehabilitation centers and 12.3% (20/163) were pet birds. On the
other hand, among exotic birds, 81% (111/137) were from aviaries, 9.5% (13/137)
from rehabilitation centers and 9.5% (13/137) were pet birds. Of the 163 native
psittacine birds, one Amazona aestiva was positive (0.6%) for poxvirus by PCR.
Among the 137 exotic psittacine, two (1.5%) individuals were positive, one
Platycercus eximius and one Barnardius barnadis. Phylogenetic analysis of the three
sequences obtained revealed that two birds from the same aviary were grouped with
psittacinepox sequences (clade C) available on GenBank. The aviary where these
two birds originated had a history of suggestive cases of poxvirus infection. The
sequence from the other exotic bird was grouped with sequences in clade A
(fowlpox), a clade where poxviruses from chickens, turkeys and pigeons are mainly

grouped. This sequence showed 100% of identity with pigeon sequences. These



results demonstrate the circulation of clades A and C of Avipoxvirus in psittacine
birds in Brazil, highlighting the importance of epidemiological surveillance in breeding
aviaries and psittacine keepers to assess the viral diversity and the risk of the

presence of this virus for ex situ and in situ populations.

Keywords: Wild birds, Exotic birds, Avipoxvirus, Fowlpox, Poxvirus.
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1 INTRODUCAO

A poxvirose ou bouba aviaria € uma enfermidade viral de distribuicdo mundial,
com ampla ocorréncia em aves comerciais, domésticas e silvestres. O agente
infeccioso, poxvirus, é um grande virion envelopado, DNA de fita dupla linear
pertencente a familia Poxviridae, género Avipoxvirus (TRIPATHY; REED, 2003).

A infeccdo em aves € caracterizada pela formacdo de discretas lesbes
nodulares proliferativas na pele, em areas desprovidas de penas (forma cutanea) ou
lesbes proliferativas fibrino-necréticas nas membranas mucosas dos sistemas
respiratorio e digestorio superiores (forma diftérica) (TRIPATHY; REED, 2003;
BERNARDINO, 2009). Em geral causa baixa mortalidade, no entanto, em condi¢des
de confinamento, com alta densidade populacional e m& qualidade de manejo,
podem ocorrer surtos com elevada mortalidade (MURER et al., 2018; LO et al.,
2017; ESTEVES et al., 2017).

A transmissdo do poxvirus pode ocorrer por contato direto com aves
infectadas, por meio de lesbes abrasivas na pele, nas membranas conjuntivas,
mucosas ou indiretamente por vetores mecanicos como artropodes hematéfagos
(RITCHIE, 1995; TRIPATHY; REED, 2003). Sendo assim, a enfermidade tem maior
ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais e, no periodo das chuvas, pois nesta

época a populacao de vetores aumenta (LO et al., 2017).

Mais de 232 espécies de aves de 23 ordens tém sido reportadas por terem
adquirido infeccdo natural por poxvirus (BOLTE et al.,, 1999; TRIPATHY; REED,
2020). No Brasil, apesar de impacto da doenca na avicultura comercial, o virus é
controlado de modo eficiente. No entanto, em relacdo as aves selvagens cativas,
bem como em aves de vida livre, existem poucos dados sobre a prevaléncia,

caracterizacao e o impacto do virus nas populacdes no pais.

Tendo em vista a importancia do género Avipoxvirus em aves silvestres,
particularmente em Psittaciformes e, devido a caréncia de estudos epidemiolégicos
e moleculares sobre o agente, o presente trabalho teve por finalidade pesquisar e
realizar a caracterizacdo molecular do Avipoxvirus em espécies nativas e exéticas

mantidas em cativeiro no estado de Sao Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A poxvirose, também conhecida como bouba aviaria, € uma doenca viral que
acomete aves, com importancia econdmica para aves de produgdo. O poxvirus pode
atingir aves de todas as idades, independente de sexo ou raca, sendo de
distribuicdo mundial (TRIPATHY; REED, 2003).

A doenca é causada por um Avipoxvirus, pertencente a subfamilia
Chordopoxvirinae, familia Poxviridae, trata-se de um virus de fita dupla de DNA
linear (dsDNA), o qual se replica no citoplasma das células infectadas. O virus tem
amplo potencial de infeccao, tendo sido registrado em mais de 232 espécies de aves
(SARKER et al., 2017; MURER et al., 2018; SHARMA et al., 2019). E um virus com
alta resisténcia ambiental, podendo sobreviver por anos em matéria organica, como
crostas e penas de aves infectadas, tendo como vetores mecanicos mosquitos e
artropodes hematofagos (TRIPATHY; REED, 2003).

Em aves, até o momento foram descritas doze espécies pertencentes ao
género Avipoxvirus, dentre elas estdo: Canarypox, Flamingopox, Fowlpox,
Juncopox, Mynahpox, Penguinpox, Pigeonpox, Psittacinepox, Quailpox, Sparrowpox,
Starlingpox e Turkeypox (ICTV, 2019; SARKER; ATHUKORALA; RAIDAL, 2021).

As espécies Fowlpox e Turkeypox sdo de grande importancia em aves
comerciais, como galinhas e perus e sdo as mais estudadas, sendo utilizadas como
vetores de vacinas (TRIPATHY; REED, 2019; RAJASEKARAN et al., 2019). Entre as
aves silvestres, as espécies Canarypox e Psittacinepox sdo de importancia
econbmica para os criadores, visto que causam muitas perdas em curto periodo,
sobretudo quando em plantéis de grandes criatérios devido as condicbes do

ambiente, como por exemplo, superlotacdo (TRIPATHY; REED, 2019)

As espécies de Avipoxvirus sao classificadas em trés grandes grupos
genéticos, sendo eles os clados A, B e C. O clado A esta dividido em subgrupos, Al
(fowlpox), A2 (turkeypox), A3 (flamingopox), A4 e, o clado B, esta subdividido em B1
(canarypox) e B2 (starlingpox) (JARMIN et al., 2006; RIBEIRO et al., 2020). Sendo
gue o clado A compreende as estirpes de poxvirus de galinhas (Fowlpox) e os seus
subgrupos as estirpes de Galliformes (Turkeypox) e Columbiformes (Pigeonpox). O
clado B compreende o poxvirus de canéarios (Canarypox) e seus subgrupos
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compreendem as estirpes de Passeriformes (Mynahpox, Starlinpox e Sparrowpox).
Por sua vez, o clado C compreende os poxvirus de psitacideos (Psittacinepox),
sendo este grupo o mais distinto entre eles (JARMIN et al., 2006; RIBEIRO et al.,
2020).

Foi proposta a existéncia de um clado D, isolado de codornas japonesas
(Italia) e um clado E isolado em perus (Hungria) e galinhas (Mogcambique e Brasil),
0S quais podem se apresentar como potenciais causadores de surtos em aves
comerciais no Brasil, ressaltando a importancia de mais estudos epidemioldgicos a
respeito do poxvirus no pais (MANAROLLA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2020).

Os Avipoxvirus sdo antigenicamente e imunologicamente diferentes entre si,
no entanto, existem varios graus de reacfes cruzadas, tornando as espécies de
aves suscetiveis a uma ou mais cepas do virus. A espécie caracteristica do género é
a Fowlpox devido a sua importancia na avicultura comercial, dessa forma, a maior
parte dos estudos foi realizada com foco nesta espécie em comparacdo aos outros
tipos de poxvirus aviarios (VAN RIPER; FORRESTER, 2007; TRIPATHY; REED,
2019).

O tropismo do Fowlpox é determinado por trés fatores, sendo eles, a entrada
do virus nas células, a sua capacidade de se replicar nessas células e a capacidade
de causar a doenca no hospedeiro. Partindo desse principio, os hospedeiros sao
classificados de duas formas, o0s hospedeiros permissivos e hospedeiros
semipermissivos ou abortivos (RAJASEKARAN et al., 2019).

Como hospedeiro permissivo, temos as espécies aviarias, nas quais a
entrada do Fowlpox é bem-sucedida e a sua replicacdo € completa, com o inicio da
doenca em que a ave apresenta sinais clinicos. O hospedeiro semi-permissivo ou
abortivo engloba as espécies de mamiferos, nas quais a entrada do Fowlpox é
irrestrita, mas a replicacdo € abortiva e, portanto, o animal ndo apresenta a
patogénese (SOMOGYI; FRAZIER; SKINNER, 1993; BROWN et al., 1999;
RAJASEKARAN et al., 2019).

A replicacdo viral no epitélio pode se apresentar em duas fases distintas,
sendo uma caracterizada por hiperplasia folicular logo nas primeiras 72 horas de
infeccdo e, outra forma na qual ocorre a sintese de virus infeccioso entre 72 e 96
horas pos-infeccdo (CHEEVERS; RANDALL, 1968; TRIPATHY; REED, 2003).
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Apés essa fase de replicacdo hd uma fase latente relativamente longa com
corpos de inclusdo dentro do citoplasma das células tornando-se virions incompletos
gue migram para vacuolos de corpos de incluséo das células infectadas, formando
estruturas classicas chamadas de corpos de Bollinger, os quais sdo achados
patognomdnicos para infec¢des por poxvirus, sendo estas lesdes visualizadas em
microscopia O6ticana avaliacdo histopatologica (VAN RIPER; FORRESTER, 2007,
KUNERT-FILHO et al., 2016).

O periodo de incubacéo do virus varia de acordo com a espécie aviaria e a
cepa viral envolvida, podendo ser de cerca de dez dias para galinhas, perus e
pombos e até um més para aves de vida livre (VAN RIPER; FORRESTER, 2007;
TRIPATHY; REED, 2019).

Algumas infec¢des por poxvirus sdo limitadas as células adjacentes ao local
de entrada viral e outras sé&o caracterizadas por viremia com danos graves nos
orgaos. As infeccdes generalizadas séo caracterizadas pela replicacdo do virus no
local inicial de sua entrada, liberagdo de novas particulas virais na corrente
sanguinea (viremia primaria) e transporte do virus para o figado e medula 6ssea,
onde o virus se replica novamente. A medida que o virus se replica nesses 6rgaos-
alvo, uma nova geracdo de particulas virais € liberada no sangue (viremia
secundaria), causando lesdes mais substanciais em todo o corpo (RITCHIE, 1995;
VAN RIPER; FORRESTER, 2007; TRIPATHY; REED, 2019).

A transmissao do virus por meio de mosquitos e acaros como o Dermanyssus
gallinae, aerossois de aves infectadas e poeira produzida pelo ambiente, contato
direto ou fébmites (poleiro, agua e alimentos contaminados), tem se mostrado uma
importante forma de propagacdo do virus entre as aves (VARGAS et al.,, 2011,
TRIPATHY; REED, 2019).

A ocorréncia da doenca tende a aumentar durante o periodo mais quente do
ano, no qual o numero de vetores aumenta, sendo estes, importantes transmissores
do virus, visto que tém predilecdo por areas desprovidas de penas, onde fazem o
repasto sanguineo picando uma ave infectada e transmitindo o agente para as aves
saudaveis (VARGAS et al., 2011; PEREIRA et al., 2014; BWALA; FASINA;
DUNCAN, 2015; MURER et al., 2018).
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A doenca ocorre principalmente em duas formas classicas, a forma cuténea e
a diftérica. A forma cutdnea causa lesdes nodulares e crostosas nas partes
desprovidas de penas das aves, na face, ao redor dos olhos, péalpebras, comissura
do bico, narinas e digitos. Estas lesées podem progredir de tamanho, de forma a
impedir que o animal consiga abrir os olhos, apresentar dificuldades em se alimentar
devido a nddulos na comissura do bico e dificuldade em respirar pela obstrucdo das
narinas. Na forma diftérica, a ave apresenta lesdes proliferativas nas mucosas do
trato respiratorio, boca e es6fago, apresentando sinais respiratérios que podem ser
leves a muito graves, levando a ave ao 6bito (RITCHIE, 1995; TRIPATHY; REED,
2019; SARKER et al., 2017).

Ndo ha tratamento especifico para as infecgbes por poxvirus, dentre as
opcoOes disponiveis pode ser feito o uso de iodo glicerinado para a limpeza e auxilio
na cicatrizacdo das lesées em pele, uso de antibioticos para o controle de infec¢des
bacterianas secundarias e vitamina A para ajudar na cicatrizacéo das feridas (WELI;
TRYLAND, 2011). Portanto, se faz necesséario medidas de prevencdo e controle
eficazes para evitar a disseminacdo do virus, principalmente melhorando as

condicGes de manejo, quarentena e controle de vetores.

Os vetores sdo muito importantes para a disseminacdo da doenca, entre 0s
ectoparasitas de psitacideos, destaca-se o acaro Knemidocoptes pilae, por sua
predilecdo por hospedeiros como papagaios e periquitos, causando lesbes nas
partes glabras do hospedeiro. Outro vetor de importancia para essas aves, apesar
de ser conhecido como piolho de galinhas, é o acaro Dermanyssus gallinae que
também pode atuar como vetor mecanico na transmissdo do virus em psitacideos

(LO et al., 2017).

Alguns relatos sugerem que algumas aves que se recuperam de infeccOes
por poxvirus podem desenvolver infeccdes persistentes e excretar virions de forma
intermitentemente pelo trato gastrointestinal, pele ou penas e, também, acredita-se
gue os fatores de estresse estejam associados a ativacdo de infeccBes latentes
(RITCHIE, 1995).

InfeccBes persistentes que podem durar até 13 meses foram relatadas em
galinhas. A queda de imunidade parece ser um fator importante para a manifestacao
da doenca, como relatado também em cisnes e periquitos. Acredita-se que galinhas
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infectadas de formar latente podem transmitir o virus para a prole através do ovo.
Em perus sugere-se que 0 virus pode ser transmitido através da inseminacao
artificial (RITCHIE, 1995).

O surgimento de lesdes recorrentes por poxvirus foi relatado posteriormente a
eventos estressantes em algumas aves de rapina que se recuperaram das lesdes
iniciais. Esta observacdo sugere que algumas aves de rapina que se recuperam da
doenca induzida por poxvirus podem permanecer latentemente infectadas ou
desenvolver uma imunidade transitéria que nao protege a ave de infeccdes
subsequentes (RITCHIE, 1995).

A distribuicdo das lesbes cutaneas provavelmente pode estar ligada a
transmissdo mecanica do virus pelas picadas dos insetos, estas lesGes raramente
levam a ave ao Obito, mas podem reduzir seu ganho de peso, geram dificuldade da
ave em se alimentar e de fugir de predadores (GIOTIS; SKINNER, 2019).

Embora a poxvirose seja uma enfermidade de ocorréncia comum, ela nem
sempre é diagnosticada de forma adequada, pois em alguns casos 0s sinais clinicos
desaparecem em poucos dias, porém, os surtos da doenca podem levar a alta
mortalidade. Os surtos geralmente séo raros em regides de clima temperado, no
entanto, tem significativa prevaléncia em locais de clima tropical e subtropical
(GIOTIS; SKINNER, 2019), como o Brasil, visto que o controle de vetores mecanicos
é dificil.

O avipoxvirus tem se mostrado um potencial risco para aves silvestres de vida
livre. Um exemplo classico deste risco ocorreu no Havaionde o avipoxvirus foi
responsavel pela diminuicdo de espécies selvagens devido a introducdo de aves
infectadas e dos vetores disseminadores da doenga, sendo que foram isolados dois
fowlpoxvirus distintos das aves (TRIPATHY et al., 2000). Faz-se necessaria uma
investigacao de fatores imunoldgicos, ambientais e biologicos, para elucidar melhor
as reacdes cruzadas, que causam doenca entre espécies diferentes de aves, como
em casos semelhantes a estes citados anteriormente (SMITS et al.,, 2005;
TRIPATHY et al., 2000; PARKER et al., 2011; SARKER et al., 2017).

Em 1982, Boosinger et al., isolaram o virus de um surto, no qual estavam
envolvidos250 papagaios recém-importados, sendo que 20 aves da espécie A.

ochrocephala e 50 de A. finshi foram a 6Obito e os demais animais apresentaram
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sinais clinicos da doenca, sendo eles, anorexia, apatia e edema de palpebra. A

época desse trabalho, os estudos eram ainda mais escassos em aves de vida livre.

Gonzalez-Hein et al. (2008) relataram um surto de em uma coldnia de aves no
Chile, no qual, 50 dos 188 psitacideos foram acometidos por sinais clinicos,
somando sete espécies diferentes, sendo eles lesdes cutaneas nas partes glabras
das aves, a doenca ocorreu de forma autolimitante, no entanto, 11 aves foram a
Obito. As espécies acometidas foram a A. personatus, A. fisheri, N. bourkii, P.
eximius, A. roseicollis, P. swainsonii e P. alexandrae. Em microscopia foram

observados corpusculos de Bollinger nas lesdes.

Os psitacideos estdo entre as aves mais populares pela sua beleza e
capacidade de imitar sons, 0 que leva a sua grande distribuicdo pelo mundo, sendo
o Brasil o pais com maior diversidade de espécies. Apesar dos poucos relatos no
pais, o poxvirus aviario ja foi detectado em algumas espécies de psitacideos no
Brasil (ESTEVES et al., 2015; MURER et al., 2018).

A ocorréncia da doenca na rotina clinica é relativamente baixa, porém,
guando ocorrem 0s surtos, levam a perdas que afetam os plantéis (GRESPAN;
RASO, 2014). Em junho de 2015, Esteves e colaboradores relataram um surto em
Minas Gerias, que durou cerca de trés meses. O surto atingiu 10 espécies de
psitacideos, gerando lesdes cutaneas nodulares tipicas na doenca, perda de peso e

apatia, levando trés aves a oObito.

A primeira analise filogenética do poxvirus aviario no Brasil foi realizada em
perus (Meleagris gallopavo) comerciais no Rio Grande do Sul. Os animais
apresentaram les@es caracteristicas de infeccfes por poxvirus aviario, como lesdes
cutaneas tipo tumorais causadas pela hiperplasia de células epiteliais, formando
nédulos proliferativos em areas sem penas, como em palpebra, bico e pescoco. Na
avaliacdo histopatolégica das lesdes cutaneas dos animais necropsiados foram
visualizados corpos de Bollingere areacdo em cadeia da polimerase (PCR) de tecido
de traqueia e pulm&o confirmou a presenca de Avipoxvirus com 100% de
compatibilidade com os Avipoxvirus do clado Al (fowlpox) (KUNERT-FILHO et al.,
2016).

A maioria dos estudos com poxvirus de aves sdo realizados em galinhas,

gerando assim uma dificuldade em prever o comportamento das diferentes
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linhagens em outras espécies de aves. Os casos de poxvirose em aves de vida livre
se tornam subestimados devido as dificuldades inerentes em observa-las. Um
estudo recente revela que a maioria dos poxvirus que infectam aves de vida livre
permanecem descaracterizados (SARKER; ATHUKORALA; RAIDAL, 2021).

Adicionalmente, com relacdo as aves silvestres criadas em cativeiro existem
poucos relatos disponiveis no Brasil. Deste modo, hd a necessidade de maior
conhecimento sobre a importancia e prevaléncia do Avipoxvirus neste grupo,
particularmente em aves da Ordem Psittaciformes, visto que estao entre as espécies
mais comumente mantidas em cativeiro, sejam em criatorios, zoos, domicilios ou

Centros de reabilitagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar retrospectivamente a prevaléncia e
caracteristicas epidemiologicas do Avipoxvirus em Psittaciformes nativos e exoticos

mantidos em cativeiro no estado de Sao Paulo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca do genoma do Avipoxvirus por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR — Polimerase Chain Reaction) a partir de amostras de
swabs de cloaca e orofaringe, fezes, fragmentos de tecidos e/ou sangue de

Psittaciformes nativos e exoéticos cativos no estado de Sdo Paulo;

e Comparar a presenca do Avipoxvirus entre as diferentes espécies de

Psittaciformes, nativas e exéticas e os diferentes tipos de cativeiro;

e Comparar a deteccdo do Avipoxvirus em diferentes tipos de amostras

biolégicas;

e Caracterizar por meio de sequenciamento genético 0s Avipoxvirus

detectados e comparar geneticamente as sequéncias de aves nativas e exoticas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE ESTUDO

Para deteccdo do Avipoxvirus foram selecionadas 300 amostras biolégicas
pertencentes ao acervo do Laboratério de Ecopatologia de Aves da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sédo Paulo (FMVZ-USP).

As amostras foram coletadas a partir da contencao fisica dos Psittaciformes
sendo obtidos swabs da orofaringe, swabs da cloaca, swab de lesdo palpebral,
fezes, fragmentos de tecidos ou sangue. Os Psittaciformes eram cativos, de
espécies nativas e exoticas, provenientes de clinicas, criatérios e Centros de
reabilitacdo (CETAS) do Estado de Séo Paulo.

Na ocasido, estas amostras foram avaliadas para outras enfermidades e a
licenca para captura e coleta de material biolégico com finalidade cientifica das aves
foi expedida e autorizada pelo SISBIO/ICMBIo (licenca numero 37364) e a Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ-USP (nGmeros 2870/2012 e
9188290120).

4.2 PESQUISA DE DNA DE AVIPOXVIRUS

4.2.1 Extracdo do DNA

As amostras bioldgicas obtidas das aves, armazenadas em microtubos, foram
submetidas & extracdo de DNA utilizando o kit de extracdo QlAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante conforme o tipo de

amostra, sendo armazenadas a -80°C até as analises.

4.2.2 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), as amostras de DNA foram
testadas de acordo com o protocolo proposto por Lee et al. (1997), utilizando os
primers P1f (5-CAGCAGGTGCTAAACAACAA-3’) e P2r (5-CGGTAGCTTAACGCC
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GAATA-3’) que codificam o fragmento de 578pb do gene P4b do capsidio viral. Na
reacdo foram utilizados: 1x DreamTaq Green PCR Master Mix® (Thermo Fisher
Scientific, USA) que inclui DreamTaq DNA Polymerase, DreamTaq Green buffer,
dNTPs e MgCl,. 0,5uL de cada primer (forward e reverse) a 5,0x10° pmol/uL; 3 pL de
DNA e agua ultrapura livre de nucleases, totalizando um volume final de 25 pL.
Como controle positivo foi utilizada a vacina Vaxxon® Pox P (amostra pombo)
(Vaxxinova, Sao Paulo, Brasil) e como controle negativo agua ultrapura livre de
DNA/RNAses.

As amostras foram submetidas a amplificacdo a partir de uma desnaturacéo
inicial a 94°C por cinco minutos, seguida por 32 ciclos de desnaturacao a 94°C por
30 segundos, anelamento a 50°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos, e, uma extensao final a 72°C por 7 minutos. Para amplificacdo das
reacbes foi utilizado o termociclador Axygen® Maxygene (Axygen, Union City,
Califérnia, EUA).

4.2.3 Eletroforese dos produtos amplificados

Para a fase de eletroforese, foi utilizado gel de agarose 1,2% em tampédo TAE
1X (Tris, Acido acético, EDTA) corado na concentracdo de 0,5 pg/mL usando
GelRed® (Biotium, Fremont, Califérnia, EUA) e submetido a uma corrida
eletroforética de 90 minutos a 120V. A cada corrida foram incluidos 10 yL de cada
produto da PCR, o controle positivo, o controle negativo e o marcador de peso

molecular 100 bp DNA Ladder® (Sinapse Biotecnologia Ltda, Brasil).

Apoés a separacao dos fragmentos no gel, este foi analisado por meio do
sistema de fotodocumentagdo Multi Doc-It Digital Imaging System UVP®, sendo
todas as reagdes fotodocumentadas e as amostras determinadas como positivas ou
negativas de acordo com os padrdes para 0 Avipoxvirus aviario.
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4.3 ANALISE FILOGENETICA

Os produtos de PCR amplificados foram purificados a partir do recorte do
fragmento no gel utilizando o kit comercial NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up®
(Macherey Nagel, Alemanha) de acordo com o protocolo do fabricante e
sequenciados em sentido forward e reverse por Sequenciamento Sanger (Centro de
Pesquisa em Genoma Humano e Células-Tronco, Instituto de Biociéncias,
Universidade de S&o Paulo, Brasil). Os cromatogramas foram analisados e o0s
primers foram removidos usando o software Bioedit. As sequéncias foram
comparadas com sequéncias de referéncia de Avipoxvirus disponiveis no GenBank®
utiizando a ferramenta béasica de busca de alinhamento local (BLAST). O
alinhamento das sequéncias foi realizado no software MEGA X. O método utilizado
para construir a arvore filogenética foi o de Neighbor-Joining, testada por bootstrap

com 1000 réplicas.
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5 RESULTADOS

Foram analisadas um total de 339 amostras referentes a 300 animais. Este
namero de amostras decorreu do fato que em um criatério havia histérico de
mortalidade de aves e suspeita de casos de poxvirus, sendo coletado material de 21
aves nativas e 18 aves exoticas. Deste modo, foram obtidas duas amostras de cada
animal (swab de orofaringe/cloaca e sangue). Adicionalmente, foi colhida uma
amostra extra de swab de lesdo palpebral de um exemplar exético, resultando em
um aumento de 39 amostras. Assim, no total do estudo foram amostrados 163
(54,3%) psitacideos nativos e 137 (45,7%) psitacideos exoticos, representados

respectivamente por 183 amostras e 156 amostras.

Dentre os 163 psitacideos nativos, 112 (68,7%) eram provenientes de
criatorios, 31 (19,0%) de CETAS e 20 (12,3%) eram aves de estimacdo (pets)
atendidas em clinicas privadas, conforme representado na Figura 1. Entre os tipos
de amostras, a maioria analisada foi swab cloacal (53; 29,0%), swabs cloacal e
orofaringeo (53; 29,0%), fezes (51; 27,8%), seguido por sangue (20; 22,0%) e, por
fim, fragmentos de tecidos (figado/baco/rim) (6; 3,2%).

Figura 1 - Demonstragdo dos percentuais de psitacideos nativos e exoticos amostrados de
acordo com o local de origem.

Origem dos animais amostrados

H Psitacideos nativos H Psitacideos exdticos

112 (68,7%) 111 (81%)

31 (19%)

20 (12,3%)

13 (9,5%) 13 (9,5%)

Criatorios CETAS Estimacdo (pet)

Fonte: Nascimento (2024).
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Ainda em relacdo a fauna nativa, foram amostradas 27 espécies, sendo
predominantes as espécies Amazona aestiva (78/163; 47,8%), seguidas por
Amazona rhodocorytha e Ara ararauna (12/163; 7,4% cada) e Amazona amazonica
(10/163; 6,1%), conforme discriminado na Tabela 1. Apenas um individuo (Amazona
aestiva, #952b) foi positivo (0,6%; 1/163) para o poxvirus pela PCR.

Tabela 1 - Relacdo de psitacideos nativos avaliados para a presenca do Avipoxvirus de
acordo com nome cientifico, nome comum e a populacao de estudo.

- n° de positivos/ n°
Nome cientifico Nome comum

total de individuos

Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro 1/78
Amazona rhodocorytha Papagaio-chaua 0/12
Ara ararauna Arara-canindé 0/12
Amazona amazonica Papagaio-do-mangue 0/10
Amazona brasiliensis Papagaio-de-cara-roxa 0/6
Amazona vinacea Papagaio-de-peito-roxo 0/4
Aratinga nenday Periquito-de-cabeca-preta 0/4
Pionus fuscus Maitaca-roxa 0/4
Amazona festiva Papagaio-da-varzea 0/3
Ara chloropterus Arara-vermelha 0/3
Brotogeris chiriri Periquito-de-encontro-amarelo 0/3
Pionites leucogaster Marianinha-de-cabeca-amarela 0/3
Amazona ochrocephala Papagaio-campeiro 0/2
Ara severus Maracané-guacu 0/2
Aratinga jandaya Jandaia-verdadeira 0/2
Aratinga leucophthalmus Periquitdo-maracand 0/2
Deroptyus accipitrinus Anaca 0/2
Guaruba guarouba Guaruba 0/2
Amazona leucocephala Papagaio-cubano 0/1
Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul-grande 0/1
Ara macao Araracanga 0/1
Aratinga acuticaudata Aratinga-de-testa-azul 0/1
Aratinga aurea Jandaia-coquinho 0/1
Diopsittaca nobilis Maracand-nobre 0/1
Primolius auricollis Maracané-de-colar 0/1
Pyrrhura frontalis Triba-de-testa-vermelha 0/1
Pyrrhura perlata Triba-de-barriga-vermelha 0/1

Total

1/163 (0,6%)

Fonte: Nascimento (2024).
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Entre os 137 psitacideos exaéticos, 111 (81,0%) eram provenientes de
criatérios, 13 (9,5%) de CETAS e 13 (9,5%) eram aves de estimacdo (pets)
atendidas em clinicas privadas, conforme representado na Figura 1. Entre os tipos
de amostras, a maioria analisada foi de swabs de cloaca/orofaringe (133; 85,2x%),
seguidos por amostras de sangue (18; 11,5%), fragmentos de tecidos
(figado/bago/rim) (4; 2,7%) e uma amostra extra de swab de lesdo palpebral (1;
0,6%). Os 18 animais com amostra de sangue também foram testados com amostra
de swab de cloaca/orofaringe e um individuo com amostras do swab de lesdo

palpebral.

Foram amostradas 19 espécies exoticas, sendo as predominantes Psittacula
krameri (37; 27,0%), Psephotus haemotonotus (21; 15,3%), Psittacus erithacus (19;
13,9%) e Platycercus eximius (15; 11,0%) (Tabela 2). Destas aves exoéticas, dois
individuos (1,5%) foram positivos na PCR, sendo um Platycercus eximius (#921b) e
um Barnardius barnadis (#778b).

Tabela 2 - Relacdo de psitacideos exoticos avaliados para a presenca do Avipoxvirus de

acordo com o nome cientifico, nome comum e a populacdo de estudo.

Nome cientifico

Nome comum

n° de positivos//n®
total de individuos

Psittacula krameri Periquito-de-colar 0/37
Psephotus haemotonotus Periquito-dorso-vermelho 0/21
Psittacus erithacus Papagaio-cinzento 0/19
Platycercus eximius Rosela-multicolorida 1/15
Cacatua alba Cacatua-branca 0/8
Ecolophus roseicapilla Cacatua-galah 0/6
Platycercus elegans Rosela-vermelha 0/5
Eclectus roratus Papagaio-ecletus 0/4
Neophema elegans Periquito-elegante 0/4
Cacatua galerita Cacatua-de-crista-amarela 0/3
Neopsephotus bourkii Periquito-de-bourke 0/3
Cacatua sulphurea Cacatua-sufurea 0/2
Cyanoramphus novaezelandiae Periquito-de-coroa-vermelha 0/2
Poicephalus senegalus Papagaio do Senegal 0/2
Trichoglossus haematodus Ldris-arco-iris 0/2
Barnardius barnardi Periquito-de-barnard 1/1
Cacatua moluccensis Cacatua-das-molucas 0/1
Psittacula cyanocephala Periquito-cabeca-de-ameixa 0/1
Psittacula eupatria Papagaio-alexandrino 0/1
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Total 2/137 (1,5%)
Fonte: Nascimento (2024).

Dentre os animais testados com mais de uma amostra (sangue e swab
cloaca/orofaringe) e que apresentaram resultado positivo na PCR, esta o exemplar
nativo de Amazona aestiva que apresentou resultado negativo na amostra de
sangue, mas em contrapartida, apresentou resultado positivo na amostra de swab

de cloaca/orofaringe.

Entre as espécies exoéticas, o Platycercus eximius teve resultado positivo na
PCR da amostra de swab de lesdo palpebral, porém, negativo nas amostras de
sangue e de swab de cloaca/orofaringe. Este individuo pertencia ao mesmo criatorio
do Amazona aestiva positivo, local com histérico de suspeita de infec¢cdo por
poxvirus. Por sua vez, o Barnardius barnadis foi positivo na amostra de swab de
cloaca/orofaringe e pertencia a outro criatério do estado de SP, porém esse

individuo ndo tinha histérico clinico.

O sequenciamento dos produtos do gene P4b foi realizado nas trés amostras
positivas do presente estudo, sendo todas sequéncias obtidas de boa qualidade. A
analise filogenética destas sequéncias revelou que as amostras correspondiam a
dois clados distintos do género Avipoxvirus, sendo eles o Clado A (fowlpox) e o

Clado C (psittacinepox).

A analise das sequéncias também demonstrou que as amostras #952b
(Amazona aestiva) e #921b (Platycercus eximius) tinham uma identidade de
sequéncia de 99,78% a 100% com sequencias referentes a psitacideos brasileiros
(GenBank numero de acesso: MG601780; MG601779) de poxvirus do Clado C de

psitacideos (psittacinepox).

A amostra #778b (Barnardius barnardis) demonstrou uma alta porcentagem
de identidade (100%), com outras sequencias de poxvirus do Clado A (fowlpox),
incluindo dois genomas completos de Columbiformes (GenBank nimero de acesso:
ON375849.1 e NC_024447.1) e outras sequéncias do gene P4b de pombos de

diferentes paises, como mostrado na arvore filogenética da Figura 2.
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Figura 2 - Arvore filogenética da analise das sequéncias parciais do gene P4b de
Avipoxvirus de aves silvestres e exdticas representando os clados A, B e C
construida pelo método Neighbor- Joining (bootstrap com 1000 réplicas).

A aestiva 952b - Brazil f

Avipoxvirus Barnardius zonarius KY748237 - Chile
Avipoxvirus Agapornis AY530311 - Germany
Avipoxvirus Psittaciformes sp. MG601780 - Brazil

Clado C | Avipoxvirus Psittaciformes sp. MG601779 - Brazil

Avipoxvirus Amazona ochrocephala KC018069 - USA
Avipoxvirus Macaw AM050382 - UK

P. eximius 921b - Brazil @ k

Avipoxvirus Ara chloropterus KT187552 - Brazil

Psittacinepox virus Rosella parrot MW864264 - Iran

=

B. barnardi 778b - Brazil %

Pigeonpox virus Pigeon OK483027 - India
Clado A Pigeonpox virus Pigeon ON932089 - Turkey

Pigeonpox virus Pigeon OQO077516 - Gabon
Clado B

Canarypox virus Canary BD133250 - Japan

Fonte: Nascimento (2024).
Legenda: Numeros de acesso do GenBank estdo incluidos. Amostras do presente estudo
estdo sinalizadas pelo circulo verde.

As amostras #952b (A. aestiva) e #921b (P. eximius) sdo de animais
provenientes do mesmo criatério, o qual teve historico de casos clinicos sugestivos
de poxvirose. Entre as 20 aves nativas amostradas, trés apresentavam lesao ocular
no momento da coleta de material, no entanto, foram negativas na PCR de swab de
cloaca/orofaringe e sangue. O individuo #952b ndo apresentava sinal clinico no
momento da coleta.
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Entre as 18 aves exéticas deste mesmo criatdrio, cinco apresentavam lesao
ocular e uma (#921b) apresentava lesdo caracteristica na palpebra, sendo esta
amostra positiva na PCR, embora negativa nas amostras de swab de

cloaca/orofaringe e sangue.

A amostra #778b (B. barnardis) foi proveniente de um criatdrio de outra regido
e essa ave ndao tinha histérico clinico conhecido, apesar de ter sido importada

recentemente.
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6 DISCUSSAO

Psitacideos sao susceptiveis a infec¢do por poxvirus, incluindo os papagaios
do género Amazona, Pionus sp., Ara sp., Pionites sp., entre outros (GRAHAM, 1978;
McDONALD et al., 1981; BOOSINGER et al., 1982; GERLACH, 1994; ESTEVES et
al., 2017). Entre as espécies exoticas, a poxvirose ja foi relatada em diversas
espécies dos géneros Agarpornis sp., Neopsittacus sp., Neophema sp., Northiella
sp., Polytelis sp., Platycercus sp. e Psephotus sp. (KRAFT & TEUFEL, 1971; TSAI et
al., 1997; GERLACH et al., 1998; TERREGINO et al., 1999; GARTRELL et al., 2003;
GONZALEZ-HEIN et al., 2008; SLOCOMBE et al., 2013; MURER et al., 2018).
Devido aos poucos relatos disponiveis, alguns autores acreditam que cacatuas,
calopsitas e periquitos-australiano parecem ser mais resistentes a este tipo de
infeccdo (McDONALD et al., 1981; RITCHIE, 1995; GONZALEZ-HEIN et al., 2008).

Uma revisdo recente indica seis ordens que possuem o maior niumero de
espécies onde o Avipoxvirus foi detectado, estando a ordem Psittaciformes entre
elas (WILLIAMS et al.,, 2021). No presente estudo, a sequéncia parcial do
Avipoxvirus foi detectada em apenas trés das 46 espécies pesquisadas, sendo uma
nativa (A. aestiva) conforme ja relatado por McDonald et al. (1981) durante um surto
em uma estacao de quarentena nos EUA e; por Esteves e colaboradores (2017)

durante um surto em um criatorio de Minas Gerais.

Em relagdo as espécies exdticas analisadas neste estudo, o Avipovirus foi
detectado em Platycercus eximius, conforme também relatado em surto no Chile
(GONZALEZ-HEIN et al., 2008) e no Rio Grande do Sul (MURER et al., 2018),
ambos surtos em criatérios. Quanto ao B. barnardi detectado positivo neste estudo,

nao foram encontrados registros positivos para a espécie na literatura.

No que concerne aos locais, ndo foram detectadas amostras positivas
oriundas de centros de reabilitacdo ou animais domiciliados atendidos em clinicas.
Contudo, deve ser ressaltado que aves de criatérios foram mais frequentemente
amostradas neste estudo, representando 68,7% das aves nativas e 81% das aves

exoticas.
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As sequéncias parciais do gene P4b de Avipoxvirus aqui obtidas agruparam
com sequéncias do clado A (fowlpox) e clado C (psittacinepox). As duas amostras
positivas referentes a uma ave nativa (#952b) e uma exotica (#921b) do mesmo
criatério agruparam no clado C, no qual comumente agrupam-se amostras de
Psittaciformes. Nestes casos, havia historico de doenca clinica com alta mortalidade
de espécimes exéticas alguns meses antes da coleta das amostras biologicas das
aves. Embora algumas aves (n=4) apresentassem lesdo ocular, nenhuma ave nativa

tinha lesdes caracteristicas de poxvirose.

No entanto, a ave exotica positiva (#921b) apresentava lesédo palpebral no
momento da coleta de amostras. A relagdo entre a presenca ou ndao de lesdes
cutaneas evidentes e PCR positivo também foi notada por Esteves et al. (2017) em
um estudo com psitacideos nativos de cativeiro em Minas Gerais, revelando 24,4%
de aves com lesdes cutaneas e resultado positivo na PCR, embora outros 4,2% de
aves com lesfes cutaneas tiveram PCR negativo. Ainda, 4,2% de aves sem lesdes
aparentes apresentaram resultado positivo na PCR. Como o periodo de incubacao
do virus pode variar de quatro dias a mais de um més, certas amostras podem

apresentar um resultado falso negativo (RITCHIE, 1995).

O criatério com aves positivas deste estudo, teve amostras de swabs de
cloaca/orofaringe e sangue coletadas. E, a ave que apresentava lesbes palpebrais
caracteristicas da doenca teve resultado PCR positivo. Contudo, deve ser
considerado que neste e, talvez em outros casos, o médico veterinario s6 foi
acionado durante a remissdo dos sinais clinicos e, provavelmente, apds o tempo de
viremia do poxvirus. Tais fatores podem ter resultado em amostras de sangue
negativas. Com excecao do criatério onde havia histérico de quadro clinico sugestivo
de infeccdo por poxvirus, as outras aves amostradas neste estudo néo

apresentavam lesdes macroscopicas tipicas.

Ainda da analise filogenética, foi confirmado o agrupamento da sequéncia da
amostra do B. barnardis (#778b) no clado A (fowlpox), demonstrando 100% de
identidade com sequéncias de genomas completos de poxvirus de Columbiformes.
Porém, ndo detectamos na literatura consultada amostras provenientes de

psitacideos neste clado para a devida comparacao.
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Os Avipoxvirus possuem diferentes niveis de especificidade, gerando grande
namero de infec¢cdes cruzadas entre espécies, tornando as aves suscetiveis a uma
ou mais cepas do virus, independente do clado ao qual pertencem (VAN RIPER,;
FORRESTER, 2007). Isto sinaliza que esta ave exética positiva (#778b) pode ter tido
contato direto com pombos, com um ambiente contaminado ou ainda, com
artrépodes com o fowlpox. Ha indicios de que transmissdes do virus de aves
selvagens para aves domésticas e 0 vice-versa ndo sdo incomuns (TERASAKI;
KANEKO; MASE, 2010).

A poxvirose é uma doenca que ndo possui um tratamento especifico,
portanto, se faz necessario medidas de prevencdo e controle a fim de evitar a
disseminacdo viral. Assim, condigcbes inadequadas de ambiente e manejo,
superlotacdo, comércio ilegal e presenca de vetores, sdo alguns destes eventos
geram estresse nos animais, podendo levar a uma queda de imunidade que pode
predispor as aves a certas doencgas, como a agudizacdo de uma infeccao latente
pelo poxvirus (RITCHIE, 1995), por exemplo.

A incidéncia de casos de poxvirose em Psittaciformes atendidos na rotina
clinica é relativamente baixa (GRESPAN & RASO, 2014). Ha uma caréncia de
estudos sobre a prevaléncia da infeccdo por Avipoxvirus em aves silvestres no
Brasil. Em muitos casos, a infeccdo apresenta um quadro clinico cutaneo discreto e
auto-limitante (RITCHIE, 1995), talvez por isso a doenca tem sua importancia

subestimada.

No entanto, eventuais surtos de poxvirose podem causar quadros clinicos
evidentes e resultar em grandes perdas de plantéis, principalmente em situacdes
de quarentena e criatorios (McDONALD et al., 1981; BOOSINGER et al., 1982,
TSAl et al., 1997; GONZALEZ-HEIN et al., 2008; GONZALEZ-HEIN et al., 2022).
No Japéao, em um surto em um local de revenda de aves, papagaios (Amazona
aestiva), agapornis (Agapornis personata) e calopsitas (Nymphicus hollandicus)
apresentaram lesfes sugestivas de poxvirus. As aves apresentaram sinais
caracteristicos como blefarite, conjuntivite e lesdes perioculares, sendo realizado o
isolamento viral em todas as aves que foram para atendimento veterinario (IWATA et
al., 1986).
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Também em um surto relatado no Chile, 50 de 188 psitacideos apresentaram
sinais clinicos de poxvirose como blefarite, conjuntivite serosa, lesdes cutaneas em
pernas, palpebra e regido periocular. As aves mais jovens foram as mais afetadas,
incluindo as espécies Agapornis sp., Polytelis sp., Neophema sp. e Platycercus sp.
(espécies também presentes neste estudo). Onze das aves que apresentaram sinais
clinicos vieram a 6ébito, sendo que o diagnostico foi baseado no histoérico, lesdes,
histopatolégico e isolamento viral (GONZALES-HEIN et al., 2008).

Em Taiwan, uma epizootia afetou agapornis (Agapornis roseicollis) de 12
semanas de idade, causando 60% de morbidade e 5% de mortalidade entre um
plantel de 200 individuos. As aves desenvolveram as formas cutdnea e a forma
diftérica da doenca, apresentando lesdes crostosas em pernas, pélpebras, ao redor
do bico e lesdes diftéricas em trato digestorio e respiratério. Neste caso foram
realizados avaliagdo histopatoldgica, microscopia eletronica e PCR como prova
diagnostica (LO et al., 2017).

Recentemente, um estudo realizado no Chile, demonstrou que psitacideos de
dois aviarios distintos apresentaram lesdes sugestivas de poxvirus, sendo eles
letargia, blefarite, espessamento das palpebras e dispneia. Amostras de tecidos de
Psephotus haematonotus e Barnardius zonarius que foram a 6bito foram submetidas
a PCR, eletroforese e sequenciamento genético, tanto para o Avipoxvirus como para
outras doencas comuns em aves. A maioria das aves era assintomatica, no entanto,
as aves da espécie P. haemotonotus apresentaram a forma cutanea e diftérica da
doenca (GONZALEZ-HEIN et al., 2022). O resultado do sequenciamento foi positivo
para o Avipoxvirus com 99,6% a 100% de semelhan¢ca com os poxvirus do clado C

de psitacideos.

No Brasil, apenas dois surtos foram relatados até o momento, envolvendo
psitacideos nativos (ESTEVES et al., 2017) e exoéticos (MURER et al., 2018) de
criatorios, causando altas taxas de mortalidade. Em 2017, um surto ocorrido em um
centro de conservacdo em Minas Gerais, envolvendo 10 espécies de psitacideos
nativos, entre papagaios, periquitos e araras perdurou por 3 meses. Amostras de
swabs de conjuntiva e cloaca de 94 animais do local foram submetidas a PCR,
sendo que destes animais testados, 27 apresentavam sinais clinicos e 67 estavam
aparentemente saudaveis. Os animais doentes apresentaram lesfes cutaneas

nodulares tipicas, perda de peso e apatia, trés animais vieram a oObito, duas
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maritacas-roxa (Pionus fuscus) e uma guaruba (Guaruba guarouba). As aves que
sobreviveram apresentaram remissao das lesbes em torno de trés semanas
(ESTEVES et al., 2017).

No Rio Grande do Sul, outro surto de poxvirose foi descrito, sendo, porém, em
psitacideos exdticos, ocorrendo altas taxas de mortalidade, principalmente em aves
jovens. As aves apresentaram letargia, penas ericadas, dispneia, edema ocular,
lesdes nodulares em regido periocular e em comissura de bico, anorexia e morriam
em torno de 1 a 3 dias. Durante o primeiro surto as aves estavam em um ambiente
externo, expostas ao ar, grama e aves de vida livre/migratorias, logo apoés, as aves
do ambiente interno comecaram a apresentar sinais clinicos. Todos o0s casos
ocorreram nos meses mais quentes do ano, coincidindo com o aumento na
populacdo de vetores. As aves mais afetadas foram as roselas (Platycercus sp.),
assim como neste estudo, e o0s periquitos-dorso-vermelho (Psephotus
haemotonotus) (MURER et al., 2018).

Deste surto no Rio Grande do Sul, 50 aves que vieram a Obito foram
submetidas a necropsia, sendo observado externamente massas nodulares secas e
amarelas em regido periocular, na comissura do bico e em lingua, também inchaco
em palpebra, lesbes nodulares e alteracdes em penas; além de massas caseosas
obstruindo a traqueia e lesdes diftéricas nas mucosas. O diagndstico foi concluido
através de exame histopatolégico e PCR com posterior analise filogenética a qual
apresentou 99,58% de identidade com Avipoxvirus do clado C (psittacinepox)
(MURER et al., 2018).

Estes dois estudos relatados no Brasil indicaram alta porcentagem de
identidade com espécies de poxvirus de psitacideos (psittacinepox) pertencentes ao
clado C. Em associagcdo aos nossos resultados, indicam que ha possibilidade de

ampla circulacéo deste clado em regides diversas do pais.

Visto que o virus pode permanecer latente no hospedeiro (RITCHIE, 1995),
além de realizar a colheita do material quando o animal apresenta lesdes e em seu
pico de viremia, é importante realizar a triagem clinica e o exame fisico dos animais
independente de apresentarem ou nao sinais clinicos. De acordo com as diretrizes
da Instrucdo Normativa n°® 5 de 13 de maio de 2021, do Instituto Brasileiro do Meio
ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2021), animais dos centros
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de triagem destinados a soltura devem ser submetidos a exames para detecgédo de
diversos agentes patogénicos, entre eles, o Avipoxvirus, a fim de evitar a
disseminacéo do virus entre as outras espécies da fauna brasileira e introducdo nas

populagdes de vida livre.

Alguns estudos indicam que os Avipoxvirus podem circular amplamente entre
as diferentes ordens de aves de vida livre (WILLIAMS et al., 2021; BERTELLONI et
al., 2022). Deste modo, estes autores sugerem gque mais estudos sejam realizados,
a fim de identificar espécies, clados e subclados dos virus envolvidos para entender
melhor o papel das aves assintomaticas como possiveis fontes de infeccdo para

outras aves silvestres.

Até o presente momento, existem poucos estudos e sequéncias genéticas
disponiveis sobre os Avipoxvirus em aves silvestres, particularmente psitacideos. Tal
fato torna dificil avaliar qual a real distribuicdo, prevaléncia e impacto do virus para
as espécies cativas e de vida livre. Os dados aqui apresentados demonstram um
baixo percentual de aves positivas, contudo, a ampliagdo na quantidade de estudos
clinicos, patolégicos, epidemiolégicos e moleculares serd util para o maior

conhecimento da diversidade genética dos poxvirus em aves silvestres no Brasil.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem as seguintes conclusdes:

v" Avipoxvirus estao presentes em plantéis de Psittaciformes nativos e exéticos

em cativeiro no estado de Sao Paulo.

v A deteccdo de poxvirus foi similar entre espécies nativas (0,6%) e exéticas
(1,5%).

v' Entre as amostras biol6gicas analisadas, os swabs de cloaca/orofaringe e swab
de lesdo palpebral foram as amostras onde o virus foi detectado, ndo sendo

observado nenhum quadro de viremia.

v' Avipoxvirus agrupados no Clado C (psittacinepox) estdo presentes em
criatérios mistos de Psittaciformes, afetando clinicamente tanto espécies

nativas quanto exéticas.

v' Avipoxvirus pertencente ao Clado A (fowlpox), detectado em espécie exotica
com 100% de identidade com sequéncia de Columbiformes, indica que
psitacideos sdo suscetiveis a cepas virais de outros clados do virus. Apesar
desta ave ndo ter histérico clinico, ndo se sabe a viruléncia de outras estirpes

virais para os psitacideos.

v A diversidade de estirpes e o escasso conhecimento epidemioldgico sobre
Avipoxvirus em espécies de aves silvestres ressalta a necessidade de mais
estudos sobre a prevaléncia e caracterizagdo viral, visando a seguranca

sanitéria dos plantéis e populacdes in situ.
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