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RESUMO

AZEVEDO, N. P. Detecgdao de Bornavirus, Poliomavirus e Circovirus em
amostras bioldgicas, utilizando PCR e RT-PCR, de psitacideos com diferentes
aspectos clinicos. [Detection of Avian Bornavirus, Polyomavirus and Circovirus in
biological samples, using PCR and RT-PCR technique, from psittacine bird with
different clinical manifestation]. 2014. 94 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2014.

Os virus sédo patdégenos importantes na saude das aves, podendo levar a surtos
que ameagcam de forma significante a populagdo destas. O Bornavirus aviario
(ABV), o Circovirus (BFDV) e o Poliomavirus (APV) sdo os agentes virais mais
comuns e que mais ameagam os psitacideos de cativeiro. O ABV é responsavel
pela doenca da dilatagdo proventricular (PDD) em psitacideos e outras aves, uma
doencga neuroldgica letal, que foi descoberta no inicio da década de oitenta na
Europa e América do Norte. A primeira infeccdo por APV descrita em aves foi em
periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) jovens, sendo depois associada
com elevada mortalidade e morbidade em outros psitacideos. O BFDV é o agente
causador da doenca do bico e das penas de psitacideos, que ocorre quase
exclusivamente em psitacideos, principalmente em criatorios, aves em quarentena
e lojas de animais. Foram testadas 120 amostras de psitacideos de cativeiro no
Brasil, para BFDV e APV e 112 amostras para ABV, resultando em 21 (17,5%) aves
positivas para APV, 41 (34,17%) para BFDV e 32 (28,57 %) para ABV. Entre os
animais positivos, quatorze apresentaram infeccdo concomitante, sete foram
positivos para BFDV e ABV, seis positivos para BFDV e APV e uma positiva para
BFDV, APV e ABV. Dentre os animais positivos para BFDV, os sinais clinicos mais
comuns encontrados foram apteria e apatia/anorexia, em relacdo as aves positivas
para APV foram a apatia/anorexia, enquanto para ABV os sinais neuroldgicos foram
os mais representados. A deteccdo de APV, BFDV e ABV demostra a ocorréncia
destes virus testados em psitacideos de cativeiro no Brasil, tanto em espécies

exoticas como em espécies nativas.

Palavras-chave: APV. BFDV. ABV. Virus. Papagaio.



ABSTRACT

AZEVEDO, N. P. Detection of Avian Bornavirus, Polyomavirus and Circovirus
in biological samples, using PCR and RT-PCR technique, from psittacine bird
with different clinical manifestation. [Deteccdo de Bornavirus, Poliomavirus e
Circovirus em amostras bioldgicas, utilizando PCR e RT-PCR, de psitacideos com
diferentes aspectos clinicos]. 2014. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2014.

Viruses are important pathogens in avian health and may lead to outbreaks that
threaten significantly the population of birds. The Avian Bornavirus (ABV), Circovirus
(BFDV) and Avian Polyomavirus (APV) are the most common viral agents that
threaten parrots in captivity. The ABV is responsible for the proventricular dilation
(PDD) in parrots and other birds, a lethal neurological disease, which was
discovered in the early eighties in Europe and North America the disease. The first
APV infection in birds has been described in young Australian budgerigars
(Melopsittacus undulatus), after being associated with high mortality and morbidity in
other parrots. The BFDV is the causative agent of Beak and Feathers Disease,
which occurs almost exclusively in psittacines, especially in aviary, quarantine birds
and pet stores. A total of 120 captivity parrots were tested in Brazil for BFDV and
APV and 112 samples for ABV, resulting in 21 (17.5%) positives for APV, 41
(34.17%) for BFDV and 32 (28.57%) for ABV. Among the positive animals, fourteen
had concomitant infection, six were positive for both APV and BFDV, seven for
BFDV and ABV, and one sample was positive for BFDV, APV and ABV. Among
BFDV positive animals, most common clinical signs were apteria and
apathy/anorexia, for APV positive birds were apathy/anorexia, while for ABV were
neurological signs were the most represented. The detection of APV, BFDV and
ABV demostrate the occurrence of all tested viruses in captive parrots in Brazil,

including exotic and native species.

Keywords: APV. BFDV. ABV. Virus. Parrot.
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1 INTRODUGAO GERAL

A interagdo entre humanos de aves € antiga. Nos tempos medievais,
falcdes eram considerados simbolo de status, utilizados para recreacao e cacga. No
século XVIII, os primeiros grandes aviarios foram criados e com o colonialismo, o
comercio € movimentagcdo de aves tornou-se mais importante. Atualmente, a
relacdo homem-ave €& mais ampla e complexa. Atividades relacionadas a
observacéo, fotografia de aves de vida livre, caga, falcoaria, assim como avicultura
e aves pet demonstram o desejo de interagdo do ser humano com esses animais.
Dentre as diversas espécies de aves, os psitacideos sdo os mais populares em

cativeiro devido as cores atraentes, inteligéncia e capacidade de interagao.

Nos dias atuais, doencas infecciosas - em especial as doengas virais- sao
consideradas de grande importancia na sanidade de psitacideos em cativeiro, por
estarem associados a morte subita, dificuldade no tratamento e no controle da
doenca. Infeccbes latentes, persistentes e assintomaticas complicam ainda mais o
controle destas doencas e facilitam a disseminacdo das mesmas. A apresentagao
da doenca clinica que se desenvolve em um hospedeiro é dependente da idade,
condigao corporea, estado do sistema imunoldgico, além da presenga de infecgao
concomitante com outros agentes e presenca de doenga subclinica, dificultando a
identificacdo do agente. Com a ampliagcdo da movimentacdo mundial de aves, a
possibilidade de transferéncia de agentes etioldgicos virais se torna cada vez mais

importantes, tornando-se uma ameagca significante para a populagao de aves.

O Bornavirus Aviario, Poliomavirus e Circovirus sao considerados os
agentes etiolégicos virais mais importantes para psitacideos de cativeiro, sendo
descritos casos em todo o0 mundo em animais de cativeiro e de vida livre. Apesar do
aumento do conhecimento sobre as doencas virais em aves, ainda ha informacdes
criticas que precisam ser estudadas, principalmente sobre a presenca destes
agentes e sua apresentagao no Brasil, j4 que existem poucos estudos com este

enfoque no pais.
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2 DETECGAO DE BORNAVIRUS EM PSITACIDEOS DE CATIVEIRO NO BRASIL

2.1 INTRODUGCAO

O Bornavirus aviario (ABV) é um virus RNA de fita simples e polaridade
negativa, envelopado, pertencente a familia Bornaviridae (KISTLER et al., 2008). O
ABV é responsavel pela doenga da dilatagao proventricular (PDD) em psitacideos e
outras aves, uma doenca neuroldgica fatal que foi descoberta no inicio dos anos 80
na Europa e na América do Norte (HONKAVUORI et al., 2008). No entanto, apenas
em 2008, o ABV foi confirmado como agente etioldgico da doenga (HONKAVUORI
et al., 2008; KISTLER et al., 2008). Sdo conhecidos sete gendtipos do ABV em
psitacideos, designados de ABV 1 a 7 (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al.,
2008; WEISSENBOCK et al., 2009a; RUBBENSTROTH et al., 2012), e seis (6)
gendtipos adicionais foram detectados em passeriformes e aves aquaticas
selvagens (WEISSENBOCK et al., 2009a; PAYNE et al., 2011a; RUBBENSTROTH
et al., 2013). A variabilidade genética, bem como a presencga potencial de gendétipos
até agora nao identificados, € um grande desafio para o diagndstico do virus, que é
baseada na transcriptase reversa da reagcao em cadeia pela polimerase (RT- PCR)
(HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008).

Nas aves, a infeccdo por ABV afeta os nervos autbnomos, causando
infiltracdes linfoplasmociticas, principalmente nos ganglios do sistema nervoso
periférico e central (GREGORY et al., 1994). Desta forma, os sinais clinicos podem
variar de gastrointestinais a neurolégicos. Os sinais neurolégicos mais comuns sao
depressao, convulsdes, ataxia e incoordenagao (BERHANE et al., 2010), e os
gastrointestinais mais comuns sdo a dilatacdo de proventriculo, regurgitagao,
anorexia e presenga de sementes nao digeridas nas fezes (MURPHY et al., 1999;
VILLANUEVA et al., 2010). Os sinais gastrointestinais e neurolégicos podem
ocorrer concomitantemente (STAEHELI; RINDER; KASPERS, 2010).

O objetivo deste estudo foi detectar, utilizando RT-PCR em amostras

bioldgicas, o Bornavirus aviario em psitacideos do Brasil.
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2.2 REVISAO DE LITERATURA

2.2.1 Bornavirus aviario

No século XVIII foi descrita na Alemanha uma doenga neurolégica em
equinos, cujos sinais clinicos incluiam ataxia, tremores musculares, paresia dos
membros pélvicos e disturbios na degluticdo, levando a perda de muitos animais
(MURPHY et al., 1999). Surtos com sintomatologia semelhante foram descritos
também em ovinos (LIPKIN; BRIESE; HORNIG, 2011), todos ocorram nos
arredores da cidade alema de Borna, ficando entdo conhecida como doencga de
Borna (BD). Durante anos o agente etiolégico permaneceu desconhecido, sendo
descoberto apenas no final do século XIX por Murphy et al. (1999), que
descreveram um virus em mosaico de tabaco, denominado virus da doenca de
Borna (BVD).

A doenca de Borna, contudo, nao ficou restrita apenas a mamiferos, sendo
descrito em 1993, um surto em Israel, de uma doenga neurolégica em avestruz
identificado como BD através de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Berg et al.
(2001) sugeriram que as aves migratérias poderiam ser a fonte de infecgao entre
mamiferos e aves. A hipotese, apesar de ainda nao ter sido comprovada, se
baseou em infeccbes experimentais em galinhas com material de mamiferos
infectados com BD (LUDWIG; BECHT; GROH, 1973).

Em 2008, dois grupos distintos de pesquisadores descreveram um novo
Bornavirus, denominado Bornavirus Aviario (ABV), sendo sugerido como o agente
etiolégico causador da Doencga da Dilatagdo Proventricular (PDD) (HONKAVUORI
et al., 2008; KISTLER et al., 2008). Infeccbes experimentais em varias espécies de
psitacideos confirmaram esta suposicao (GANCZ et al., 2009; GRAY et al., 2010;
HOPPES et al., 2010).

A PDD é considerada uma das maiores ameacas a criacao de psitacideos
no mundo (KISTLER et al., 2008). A doencga, descrita pela primeira vez nos Estados
Unidos, na década de 70 em araras importadas da Bolivia, foi posteriormente
documentada em mais de 50 espécies de psitacideos (KISTLER et al., 2008;
MIRHOSSEINI et al., 2011, 2012; PAYNE et al., 2011a; RUBBENSTROTH et al.,
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2012; HOPPES; TIZARD; SHIVAPRASAD, 2013), incluindo aves em risco de
extingdo, como a ararinha azul (Cyanopsitta spixii) (DEB et al., 2008) e em pelo
menos outras cinco ordens de aves (KISTLER et al., 2008; WEISSENBOCK et al.,
2009a; PAYNE et al., 2011a). A doenca ja foi descrita na Asia (HORIE et al., 2012),
Oceania (SULLIVAN et al., 1997), Europa (STAEHELI; RINDER; KASPERS, 2010,
RUBBENSTROTH et al., 2012, 2013;), Africa (LAST et al., 2012) e América
(HOPPES et al., 2010; KISTLER et al., 2010; MONACO et al., 2012), entretanto, ha
apenas duas publicagdes no Brasil (MARIETTO-GONCALVES et al.,, 2009;
DONATTI et al., 2013).

2.2.1.1 Morfologia

O ABV, pertence a familia Bornaviridae, da ordem Mononegavirales. E um
virus RNA de fita simples, com polaridade negativa, envelopado, possuindo
tamanho aproximado de 8.900 nucleotideos (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER
et al., 2008).

O genoma do ABV, assim como, do BVD, possui seis unidades de
transcricdo: nucleoproteina (N), proteina reguladora (X), cofator de polimerase (P),
proteina da matriz (M), glicoproteina (G) e polimerase (L) (Figura 1). As proteinas X
e P sao sintetizadas por uma sobreposicao de fases de leitura aberta de um unico
RNA mensageiro (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008; STAEHELI,
RINDER; KASPERS, 2010). A nucleoproteina interage com o RNA viral e se
acumula no nucleo durante o ciclo viral. Segundo Gray et al. (2010), a proteina N
existe em duas formas isogénicas, de 40 e 38 KDa, sendo a primeira nuclear e a
segunda citoplasmatica, porém ambas as formas conseguem se ligar a proteina P.
Por meio da técnica de obtencao de virus recombinantes houve a confirmacao de
que as proteinas N, P e L sdo suficientes para a transcricdo e replicagcdo do
genoma do BVD (LIPKIN; BRIESE; HORNIE, 2011).

Considerando os gendtipos deste virus, até o momento séo conhecidos sete
gendtipos ocorrendo em psitacideos, ABV 1-5 (HONKAVUORI et al.,, 2008;
KISTLER et al., 2008), ABV-6 (WEISSENBOCK et al., 2009a) e ABV-7 (DELNATTE

et al., 2011). Dentre estes gendtipos, o ABV 4 é o mais disseminado
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(WEISSENBOCK et al., 2009a; GRAY et al., 2010; HOPPES et al., 2010; PAYNE et
al., 2011b). Foram identificados também um gendétipo em ganso canadense (Branta
canadense) ABV-CG (PAYNE et al., 2011a), sendo o primeiro ABV descoberto em
aves silvestres, trés gendtipos em canarios (Serinus canaria) ABV-C1, ABV-C2 e
ABV-C3 (RUBBENSTROTH et al., 2012, 2013), um gendtipo em manon (Lonchura
striata) ABV-EF (RUBBENSTROTH et al., 2014) e um pertencente a familia
Estrildidae, denominado ABV- LS (WEISSENBOCK et al., 2009b).

Figura 1 - Esquema ilustrado do genoma do ABV, demostrando suas unidades de
transcrigao
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Fonte: Adaptado de Kistler et al. (2008).

2.2.1.2 Sinais Clinicos

O ABV afeta principalmente psitacideos, sendo caracterizada por uma
ganglioneurite ndo supurativa dos nervos do plexo presentes no ingluvio, ventriculo
e duodeno; podendo estar acompanhada de encefalomielite ndo supurativa
(WEISSENBOCK et al., 2009b). Ocorre infiltracdo linfoplasmatica, principalmente
no ganglio do sistema nervoso central. Essas infiltragées levam a anormalidades do
sistema nervoso central, causando ataxia, andar anormal, propriocepcéo diminuida
e disfungdo no trato gastrointestinal como disfagia, regurgitacdo, dilatagao
proventricular e a presengca de alimentos nao digeridos para as fezes (MANNL;
GERLACH; LEIPOLD, 1986; KISTLER et al., 2008; GANCZ et al., 2009). Outros

sinais descritos sdo: convulsao, fraqueza, cegueira e perda de peso (PAYNE et al.,
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2012). A dilatagao proventricular, sinal clinico que identifica a doenga, esta presente
em 70% dos casos (GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010), onde se observa
acumulo de sementes nao digeridas e parede do proventriculo extremamente
delgada, com possibilidade de rompimento (STAEHELI; RINDER; KASPERS,
2010). A automutilacao foi observada por Gancz et al. (2009) e Horie et al. (2012).

As lesdes microscopicas podem ser encontradas em diversos 0rgaos,
incluindo trato gastrointestinal, sistema nervoso central, periférico ou auténomo,
coragao e glandula adrenal. Lesbes em ventriculo e proventriculo sdo as mais
comumente encontradas, seguidas de lesdes na glandula adrenal, coragdo e
cérebro (GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010).

2.2.1.3 Animais Susceptiveis

Psitacideos

Os psitacideos sdo os principais hospedeiros da doenga, inicialmente
chamada de doenga do emagrecimento das araras. Atualmente, mais de 50
espécies de psitacideos foram diagnosticadas com a doenga, incluindo espécies
em risco de extingdo, como a ararinha azul (DEB et al., 2008; KISTLER et al., 2008;
PAYNE et al., 2011a; MIRHOSSEINI et al., 2011, 2012; RUBBENSTROTH et al.,
2012). Animais assintomaticos sdo comumente encontrados, sendo estes
importantes disseminadores da doenca, pois podem eliminar o virus de forma
intermitente por anos (VILLANUEVA et al., 2010; PAYNE et al., 2012).

Passeriformes

Até o presente momento, dentre a ordem Passeriformes, apenas os
canarios (Serinus canaria) foram diagnosticados com PDD. Os sinais clinicos, sao

idénticos aos sintomas de PDD em psitacideos, como sinais neuroldgicos, dilatagao
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de proventriculo e a presengca de sementes nao digeridas nas fezes
(WEISSENBOCK et al., 2009b). Rubbenstroth et al. (2013) pesquisaram ABV em
criatérios na Alemanha e encontraram 40% das aves positivas, demostrando a
prevaléncia da infecgdo em canarios em cativeiro. Apesar de o virus ainda nao ter
sido detectado em outros Passeriformes, a presenca deste em canarios com
sintomatologia sugere que todas as aves possam ser susceptiveis a doenga
(PAYNE et al., 2012).

Anseriformes

Daoust et al. (1991) identificaram a presencga de dilatagdo proventricular
associada a encefalomielite ndo supurativa em gansos canadenses (Branta
canadenses). No entanto, a confirmagdao ocorreu apdés o sequenciamento do
genoma completo e a identificagdo de um novo gendtipo (DAOUST et al., 1991;
DELNATTE et al,, 2011; PAYNE et al., 2011a). Em estudos subsequentes
desenvolvidos por Delnatte et al. (2013) em duas espécies de cisnes (Cygnus
buccinator e Cygnus olor) com sinais clinicos, utilizando imunohistoquimica e RT-
PCR, detectaram a presenca de animais positivos, demostrando a susceptibilidade

destas espécies a PDD.

Aves de rapina

Payne et al. (2012) identificaram a doenga em um individuo de aguia careca
(Haliaeetus leucocephalus), cuja infecgdo possivelmente ocorreu devido ao tipo de
alimentacgao, ou seja, pequenos mamiferos e aves. Desta forma, a transmissao do
ABV para as aves de rapina se deve, provavelmente ao contato com aves
portadoras ou infectadas (PAYNE et al., 2012).
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2.2.1.4 Patogenia

A patogenia da doenga nao foi totalmente elucidada (PAYNE et al., 2011b).
Acredita-se que seja por via oral, com a eliminagéo do virus pelas fezes. Hoppes et
al. (2010) descreveram que a via respiratéria também pode ser uma via de
infeccdo. Como o periodo de incubacdo é variavel, muitas vezes torna-se dificil
identificar o individuo contaminante (GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010). A
transmissao vertical ja foi comprovada, identificando o agente em ovos, embrides e
filhotes recém-nascidos (LIERZ et al., 2011; KERSKI et al., 2012; MONACO et al.,
2012). A transmisséao vertical pode causar uma tolerancia imunolégica e tornar os
sobreviventes portadores assintomaticos (MONACO et al., 2012), favorecendo a
disseminagao do agente (HOPPES et al., 2010).

2.2.1.5 Diagndstico

Um diagndstico presuntivo pode ser obtido por meio de histérico e sinais
clinicos, estudos de imagem e exames laboratoriais (biologia molecular, bidpsia etc)
(HONKAVUORI et al., 2008). Durante anos, o diagnédstico foi baseado em
radiografias simples e contrastadas pela presenca de dilatacdo proventricular
(Figura 2) e biopsia de ingluvio (presenga de infiltragao linfocitica), porém existe
uma elevada possibilidade de falso-positivo ou falso-negativo (GANCZ; CLUBB;
SHIVAPRASAD, 2010; DORRESTEIN et al., 2010).

Com a identificacdo do agente etiolégico, foram desenvolvidas novas
técnicas para o diagnostico da doenga. O RT-PCR e RT-PCR em tempo real séo as
técnicas mais utilizadas atualmente. As amostras indicadas para estes
procedimentos sédo fezes, suabe de cloaca, penas e fragmentos de 6rgaos
(proventriculo, ventriculo, adrenal, cérebro e olhos) (GANCZ et al., 2009; OUYANG
et al., 2009; KELLER et al., 2010; LIERZ et al., 2011; SASSA et al., 2013). Outras
técnicas de diagndstico como a imunohistoquimica, ELISA e western blot sao

amplamente empregadas em estudos cientificos (WENSMAN et al., 2007;
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DORRESTEIN et al., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; WUNSCHMANN et al.,
2011).

Figura 2 - Radiografia de uma calopsita (Nymphicus hollandicus)
apresentando dilatagao proventricular

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2012).

O periodo de incubacao varia de 11 dias a anos, com um periodo médio de
30 dias (GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010). Devido a eliminacao intermitente
do agente, resultados negativos nao indicam individuos isentos do virus. Essa
caracteristica se torna muito importante principalmente em criatérios onde ha a
presenca de varios individuos ocupando um mesmo espagco e com elevada

rotatividade de aves, facilitando a disseminacédo da doenca.

2.2.1.6 Tratamento

Devido a natureza inflamatéria do agente, quase todos os tratamentos
preconizados até hoje se baseam em substancias antiinflamatérias nao esteroidais
(AINE). O meloxicam se mostrou ineficaz em um estudo realizado por Hoppes et al.
(2013) onde os animais que vieram a Obito foram os tratados, e os controles
positivos e negativos permaneceram saudaveis. O Celecoxibe, um potente inibidor

seletivo da COX-2 pertencente a nova familia dos AINE, foi considerado eficaz em
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alguns casos tornando-se uma das melhores opgdes de tratamento da PDD
(DAHLHAUSEN; ALDRED; COLAIZZI, 2002). Entretanto, o tratamento € demorado,
variando de duas semanas a seis meses (POLLOCK; CARPENTER; ANTINOFF,
2010).

O sulfato de amantadina foi utilizado no tratamento de BVD, sendo indicado
também no tratamento de PDD quando ha presenga de quadro neuroldgico
(GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010). A associagcdao de amantadina e
celecoxibe é indicada e raramente causa efeitos colaterais (GANCZ; CLUBB,;
SHIVAPRASAD, 2010). O interferon alfa também pode ser utilizado em aves
(POLLOCK; CARPENTER; ANTINOFF, 2010). O tratamento sintomatico com
antibidticos terapia para a prevencao de infecgcdes secundarias, metoclopramida
para melhorar a motilidade do trato gastrointestinal, fluidoterapia e alimentagao
forgada, podem ser utilizados (GANCZ; CLUBB; SHIVAPRASAD, 2010).

2.2.1.7 Zoonose

Apods a inoculagdo do BVD em ratos, foram observados sinais clinicos
semelhantes a doencgas psiquiatricas como a esquizofrenia (WALTRIP et al., 1995).
Devido a grande variedade de hospedeiros infectados experimentalmente, incluindo
primatas, levantou-se a hipétese de o ser humano também ser susceptivel ao virus
(WALTRIP et al., 1995). Alguns estudos observaram o aumento da prevaléncia de
anticorpos contra o BVD em pacientes psiquiatricos (LIPKIN; SCHNEEMANN;
SOLBRIG, 1995), enquanto outros estudo relataram a auséncia do agente
(HORNIG et al., 2012). Com a descoberta do ABV infectando diferentes espécies
aviarias, esta premissa reforcou a hipotese dos humanos serem susceptiveis ao
agente (KINNUNEN et al., 2013).
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Coleta de Amostras

Foram coletadas amostras de fezes, sangue, suabe cloacal e/ou penas de
psitacideos com sinais clinicos compativeis com Bornavirus (Quadro 1). As
amostras foram obtidas no Ambulatério de Aves da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, de criadouros de aves
(Estado do Rio de Janeiro e Sdo Paulo) e de clinicas veterinarias em Sao Paulo.

As fezes foram obtidas do fundo de gaiolas de aves, previamente forradas
com papel aluminio. As amostras foram armazenadas em um tubo com meio de
conservagao contendo tampao fosfato salino 0,1M, pH 7,4 (PBS 0,1M, pH 7,4),
antibidtico (16mg/mL) e antifingico (2mg/mL), mantida a -80°C até o procedimento
de extragao de material genético.

Para a coleta de suabe cloacal, a ave foi contida de acordo com a
semiologia da espécie. Foi utilizado um suabe umedecido em meio de conservacgao,
sem que este tocasse na parte externa da cloaca. Foram armazenados em tubo
estéril com meio de conservacdo, em freezer -80°C até o processamento das
amostras.

O sangue foi coletado em papel filtro FTA (Whatman International Ltd., GE
Healthcare, Reino Unido). A contengdo foi executada de forma adequada as
espécies em questdo, armazenada em freezer -80°C até o processamento das

amostras.

Quadro 1 - Manifestacéo clinica de inclus&o no trabalho

Bornavirus
Automutilacdo Obito stbito
Sinais Neuroldgicos Apatia

Fezes com presenca de | Anorexia
alimento nao digerido
Regurgitacao Dilatagao Proventricular
Alteragcdo em pena
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2.3.2 Extragao

Inicialmente se realizou a suspensao das amostras seguida da extragao de
RNA. A suspensao ocorreu de seguinte forma: as amostras foram congeladas a -
80°C por dez minutos, entdo descongeladas por um minuto em banho-Maria a
56°C, foram homogenizadas com o uso do vortex por 20 segundos. Esses
procedimentos foram repetidos trés vezes, para entdo serem centrifugadas a
12.000xg durante 30 minutos. Seguiu-se entao a extragao de RNA.

O método GIT modificado foi utilizado para a extracdo de RNA. Em um
microtubo foram adicionados 500 pL de GIT, 250 uL de suspensao da amostra, 500
ML de fenol (pH4), 50 uL de acetato de sédio 2M, pH4 e 4 uL de Beta-
mercaptoetanol. A amostra foi agitada com o uso do vortex e mantidas em
temperatura ambiente por cinco minutos. Apdés o repouso, 250 uL de cloroférmio
foram adicionados. A amostra foram homogeneizada com o uso do vortex,
mantidos a 4°C por 15 minutos e centrifugados a 12.000xg por 20 minutos. Em
novo microtubo, uma aliquota de 750 uL de isopropanolol e 700 upL do
sobrenadante do microtubo anterior foi pipetado. Estes foram incubados a -20°C
por 20 minutos. Uma nova centrifugacao foi realizada a 12.000xg durante 15
minutos, o sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado com 1mL de etanol 75%.
A amostra foi centrifugada 12.000xg por 10 minutos, desprezando novamente o
sobrenadante novamente desprezado e o pellet diluido com 20 microlitros de agua
DPEC. O microtubo foi colocado em placas a 56°C por 10 minutos. Apds esse
procedimento, a amostra com o material genético extraido foi armazenada a —20

graus Celsius até o processamento.

2.3.3 RT-PCR

Os primers utilizados se encontram no quadro 2, selecionados por
amplificarem uma regiao conservada do RNA, reduzindo assim a chance de reagao
falso-negativo (KERSKI et al.,, 2012). Foi utilizado o kit OneStep (QIAGEN)

seguindo as instrugdes do fabricante, com a temperatura de hibridizagdo de 50°C.
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Quadro 2 - Primers selecionados para a identificacdo viral

Regiao
Codii- Primer Tamanho Referéncia
cada do
(no_me oo Fragmento
primer)
M 5CAAGGTAATYGTYCCTGGATGG3 | 352 pb KISTLER et al.,
(Mcom) F 2008
M 5ACCAATGTTCCGAAGMCGAWAY3' | 352 pb KISTLER et al.,
(Mcom) R 2008
N 5CATGAGGCTATWGATTGGATTAZ | 352 pb WEISSENBOC
(Ncom) F Ket al., 2009a
N 5GGCAYCAYCKACTCTTRAYYGTRT | 352 pb WEISSENBOC
(Ncom) R [ CAGC3 K et al., 2009a

2.3.3 Outros agentes virais

Algumas amostras também foram testadas para Poliomavirus (APV) e
Circovirus (BFDV), utilizando o método GT modificado foi utilizado para a extragao
de DNA. Para BFDV foram utilizados os primes descritos por Ypelaar et al. (1999) e
para APV Bert et al. (2005), seguindo o protocolo de PCR descrito pelos mesmos

autores.

2.4 RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 112 psitacideos, distribuidas em 23 espécies.
No total, 32 (28,57%) aves foram positivas para ABV em pelo menos uma das
amostras examinadas como fezes, penas e/ou sangue. A distribuicdo por espécie
esta apresentada na tabela 1.

Todas as amostras foram examinadas quanto a presenca de ABV utilizando
RT-PCR para os dois genes: Ncom e Mcom (WEISSENBOCK et al., 2009a). De 32
amostras positivas para Ncom, 27 (84,38%) foram também positivas para Mcom.

Nenhuma amostra foi positiva para Mcom e negativa para Ncom.
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O gene Ncom resultou na deteccado de ABV em todas nas 32 (28,57%) aves
positivas, enquanto o ensaio Mcom foi menos sensivel com apenas 19 aves
positivas (16,96%).

Os sinais clinicos observados foram sinais neurologicos (21/32, 65,63%),
sementes nao digeridas nas fezes (7/32, 21,88%), dilatagédo proventricular (4/32,
12,5), apatia (6/32, 18,75%), émese (4/32, 12,5%), alteragdo em pena (3/32,
9,375%) e morte subita (3/32, 9,375%) (Figuras 3 a 8).

Dependendo da aprovacdo do proprietario, diferentes tipos de amostras
foram coletadas de uma mesma ave, ou seja, entre elas amostras fecais (n=72),
penas (n=45), suabe de cloaca (n=17), sangue (n=6) e amostras de 6rgaos (n==8).
Dentre as amostras analisadas, foram obtidas 14 positivas (31,12%) em penas, 11
(15,28%) em fezes e nove (52,94%) em suabe de cloaca. Nenhuma amostra de
sangue foi positiva.

Foram encontrados sete individuos com infeccdo concomitante com
Circovirus e Bornavirus e um animal com infeccdo concomitante com Circovirus,

Bornavirus e Poliomavirus (Quadro 3).

Quadro 3 - Distribuigdo de infec¢cdes concomitantes entre as espécies e os sinais clinicos

apresentados
Circovirus e Bornavirus Circovirus, Poliomavirus e
Bornavirus
Espécie Sinal clinico Espécie Sinal clinico
Amazona Tremor (n=5) Psittacus erithacus Lesao
aestiva (n=6) Incoordenacgao* (n=1) necrosante
(n=3) em pele
(n=1)
Nymphicus
hollandicus Emese
(n=1) (n=1)
7 animais 1 animal

*Duas aves apresentaram sinal concomitante de incoordenagéao e tremor



Tabela 1 - Distribuicao de espécies testadas para ABV

Amazona aestiva 43 22

Ara ararauna 3 0

Aratinga jandaya 2 0

Triclaria malachitacea 1 0

Platycercus icterotis

Neophema bourkii

Forpus coelestis

Alisterus scapularis

Nymphicus hollandicus

Amazona amazonica 1 1

Aratinga leucophthalmus 1 0

Agapornis personatus

Pyrrhura frontalis
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Total (%) 112 32
Figura 3.- Fe.zes com sementes néo Figura 4 - Periquito australiano (M.
digeridas undulattus) apresentando

head tilt




Figura 5 - Calopsita (N. hollandicus)
apatica

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2012).

Figura 7 Radiografia simples de um
exemplar de N. holandicus
apresentando dilatacéo de
proventriculo

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2013).

2.5 DISCUSSAO
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Figura 6 - Radiografia contrastada de um
exemplar de G. guarouba
apresentando dilatagédo
proventricular

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2012).

Figura 8 Proventriculo dilatado observado
no exame macroscopico de
necropsia de um exemplar de A.
aestiva

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2012).

A PDD é reconhecida pela Sociedade Internacional de Avicultura (IAS) como

uma doenga extremamente perigosa, se ndo a mais ameagadora para Os
psitacideos (KISTLER et al., 2008; KISTLER et al., 2009). Esta pesquisa descreveu

a ocorréncia da doenga no Brasil e as manifestagdes clinicas apresentadas.
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De 112 aves examinadas, 32 (28,57%) foram positivas para ABV. Este
resultado mostra que este virus esta presente de forma significativa entre as aves
que se encontram em cativeiro e a importancia das investigagcbes cientificas com
este agente, principalmente devido a existéncia de apenas dois artigos
descrevendo a presenca de infecgdes de PDD e ABV no Brasil (MARIETTO-
GONCALVES et al.,, 2009; DONATTI et al., 2013). A possibilidade de aves
saudaveis estarem disseminando o virus é preocupante, uma vez que nao ha
legislagdo sobre o controle deste patégeno no pais, especialmente no que diz
respeito as importacbes de aves. Kloet e Dorrestein (2009) elaboraram uma
pesquisa em psitacideos de cativeiro assintomaticos detectando aves positivas. De
acordo com Heffels - Redmann et al. (2011), 19% dos psitacideos aparentemente
saudaveis na Europa foram positivos para ABV.

Considerando a eficacia dos ensaios de RT- PCR utilizados, o ensaio de RT-
PCR com a sequéncia de primers Ncom, apresentou um resultado mais consistente
em comparagao com a sequéncia do gene M, primers Mcom. A sequéncia (Mcom)
do gene M apresentou cinco resultados falso-negativos. Estes dados corroboram
Weissenbock et al. (2009a), que encontraram uma positividade maior dos primers
Ncom, do que com a sequéncia dos primers Mcom. Em contraste, Kloet, Kersi e
Kloet (2011) descreveram o gene M como sendo mais confiavel quando comparado
ao gene Ncom, especialmente em amostras com excesso de material genético.
Rubbenstroth et al. (2013) demonstraram que a sensibilidade dos diferentes
ensaios de RT - PCR poderiam variar consideravelmente entre os diferentes
gendtipos de Bornavirus. Considerando os resultados divergentes, ensaios
destinados a diferentes genes devem ser utilizados para as amostras de triagem, a
fim de evitar resultados falsos negativos, especialmente considerando a existéncia
de gendtipos desconhecidos.

O ABV ¢ eliminado por secregdes, assim, fezes, urina e penas (que recebem
lubrificante da glandula uropigeal) sdo possiveis fontes de infeccdo, embora a
eliminacado viral seja intermitente. Com o objetivo de evitar resultados falso-
negativos, amostras de fezes, suabe de cloaca, penas, sangue e/ou 6érgaos foram
analisadas de acordo com a aprovacao do proprietario. Fezes e penas foram as
amostras mais aceitaveis pelos proprietarios, devido ao pouco estresse e dor

provocado durante a coleta. Todas as amostras de sangue foram negativas para
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ABV, néo sendo portanto adequada para o diagndstico deste virus, corroborando
os resultados encontrados na literatura (GANCZ et al., 2009; DORRESTEIN et al.,
2010; KLOET; KERSI; KLOET, 2011).

Apesar da ocorréncia de dilatagdo proventricular ser considerada o sinal
clinico mais importante da PDD (STAEHELI; RINDER; KASPERS, 2010), estes
foram encontrados em apenas 12,5% (4/32) de animais positivos. Curiosamente,
sinais neurolégicos foram os mais comuns, perfazendo um total de 65,63% (21/32).
Esses dados corroboram com Sassa et al. (2013), que encontraram sinais
neurolégicos mais frequentes em relagdo a dilatagdo de proventriculo, em um
estudo realizado no Japao. De acordo com Kistler et al. (2010), animais jovens
podem ser mais susceptiveis a ocorréncia de sinais neuroldgicos. Devido a
impossibilidade dos proprietarios de informar a idade de seus animais, nao foi
possivel comparar esta informacdo. A auséncia de sinais clinicos classicos dificulta
o diagndstico da doenca no Brasil, e possivelmente esta seja a causa dos escassos
relatos na literatura. E também devido ao custo elevado dos exames para se
diagnosticar a doenga.

Foram obtidos 9,38% (3/32) de aves com alteragdo em pena, sinal
observado em uma infecgdo experimental por Gancz et al. (2009). Horie et al.
(2012) encontraram amostras positivas em um Eclectus roratus apresentando
automutilacdo. Um dos animais deste estudo que apresentava alteracdo em pena
foi positivo também para Circovirus e Poliomavirus, logo os sinais clinicos
encontrados provavelmente nao estao relacionados exclusivamente a infecgao pelo
ABV. Entretanto, nos outros dois animais, ambos Amazona aestiva, as amostras
foram positivas para ABV. Nao é possivel comprovar se as alteracbes em penas
foram causadas pelo ABV, pois deve-se levar em consideragao a possibilidade de
falso negativo para os outros virus testados (Qque comumente causam alteragdo em
penas, porém sao eliminados de forma intermitente), assim como os diversos
fatores que podem levar a apteria e automutilacdo, como por exemplo uma
deficiéncia nutricional, além da probabilidade de ambas as aves serem portadoras
assintomaticas de ABV. Entretanto, se deve considerar a possibilidade de o ABV
ser o causador destas alteracbes dessa forma, o clinico ao encontrar este sinal
clinico deve incluir o ABV como um provavel agente causador desta manifestagao,

além do APV e Circovirus,
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Outro aspecto interessante encontrado neste estudo foi a infeccéo
concomitante com Circovirus. Foram observados seis Amazona aestiva
apresentando sinais neuroldgicos, como tremores e incoordenagao motora e um
Nymphicus hollandicus com sinais de regurgitacdo. Todas as aves foram positivas
para Circovirus e Bornavirus. Como nao existem relatos de Circovirus causando
sinais neurolégicos (LATIMER et al., 1996), estes sinais clinicos provavelmente sao
consequéncia da infecgao por ABV. No caso do N. hollandicus, o sinal clinico —
regurgitacado - € inespecifico e compativel tanto para o diagnéstico de Circovirus
quanto de Bornavirus, ndo sendo possivel diferenciar qual é o agente causador
deste sinais clinicos. E provavel que os animais tenham sido contaminados com
Circovirus, que causa imunossupressao facilitando a infecgcado com outros agentes
virais. Nao foi encontrada nenhuma ave com a associacido de Poliomavirus e
Bornavirus, sem a presenga do Circovirus. Isto sugere que o Circovirus possa ser
um agente primario importante para a infecgdo por outros patdégenos. A
imunossupressdo ocasionada por Circovirus poderia também facilitar a
multiplicacdo do ABV no sistema nervoso, levando a apresentacdo, ou a
intensificagdo de sinais neuroldgicos. Esse é o primeiro relato de animais
apresentando infeccdo concomitante com Bornavirus e outros virus, como
Circovirus e Poliomavirus.

Apenas um individuo foi positivo para Bornavirus, Circovirus e Poliomavirus.
Um Psittacus erithacus fémea de oito meses foi encaminhado ao Ambulatério de
Aves apresentando dermatite gangrenosa embaixo das asas, apteria e apatia. A
ave veio a oObito, no momento da necropsia foram obtidas amostras para a
realizacdo de PCR para os trés agentes estudados (figado, rim, bago, proventriculo
e intestino). Os resultados foram positivos para os trés virus nos 6rgaos
examinados. Ainda n&do se conhece qual das espécies de psitacideos seja a mais
susceptivel ou a de menor suscetibilidade ao Bornavirus, entretanto, sabe-se que
0s papagaios do congo sao frequentemente positivos para Circovirus (LATIMER et
al., 1990, 1993; SCHOEMAKER et al., 2000; LEVINE; PRACTICE, 2003) porém a
presenca de Poliomavirus é rara nesta espécie (PHALEN, 1998, 2005). A relagao
entre esta infecgdo com trés agentes virais pode estar relacionada a
imunossupressao causada pelo Circovirus, ja que além destes agentes, a ave
apresentava também contaminagdo por Clostridium sp.. O agente etiolégico

associado aos sinais clinicos de apatia e anorexia nao péde ser determinado devido
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a variedade de agentes infecciosos detectados, mas existe a possibilidade de o
animal ser portador assintomatico de Bornavirus e Poliomavirus.

Embora nao seja possivel saber como ocorreu a infeccdo das aves positivas
identificadas neste estudo, algumas hipéteses podem ser estabelecidas com os
dados obtidos. Acredita-se que a transmissao do ABV ocorra através das vias oral-
fecal e respiratéria, o que dificulta o seu controle em instalagdes com alta
densidade populacional (HOPPES et al., 2010). Outro fator facilitador da
transmissao é a presenca de animais assintomaticos infectados com ABV, uma vez
que podem excretar o virus no ambiente sem serem detectados (KLOET;
DORRESTEIN, 2009; LIERZ et al.,, 2009). Considerando-se que a maioria das
amostras vieram de animais que foram capturados pelo comércio ilegal, uma
possibilidade seria a de infeccdo destes animais em vida livre. Esta teoria é apoiada
pelo fato de que a primeira descricdo da doenca ocorreu em aves exportadas da
Bolivia, indicando a presenca deste patégeno na América Latina, sendo
recentemente confirmada em aves de cativeiro no Brasil (DONATTI et al., 2013).
Outro fator que reforca esta teoria € a inexisténcia de legislagdo sobre o controle
deste virus no trafego de aves, logo, um animal infectado pode facilmente entrar no
pais. Exemplo disso é a Cacatua alba positiva encontrada no presente trabalho. O
animal foi importado da América do Norte, viajou entre os paises pelo menos duas
vezes e detectado o virus trés meses apdés a Uultima viagem, havendo a
possibilidade de a mesma estar disseminando o virus durante este trajeto. Donatti
et al. (2013) sugeriram o contato com animais exaéticos infectados como possivel
causa do surto relatado no Brasil, indicando também a importancia da realizacao de

exames para este e outros virus durante a quarentena de importacado de aves.

2.6 CONCLUSAO

O ABV esta presente em aves de cativeiro, ndo sendo diagnosticado
adequadamente possivelmente porque é relacionado com casos onde ocorre
apenas o sinal clinico classico de dilatagdo de proventriculo em contraste com

casos de sinais neuroldgicos e inespecificos.
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Foram observadas aves com alteracdo em penas positivas para o virus,
indicando a possibilidade de uma conexao entre automutilacédo e ABV.
Aves com infeccdo concomitante por ABV e Circovirus e ABV, Circovirus e

Poliomavirus foram encontradas.
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3 DETECGAO DE POLIOMAVIRUS E CIRCOVIRUS EM PSITACIDEOS DE
CATIVEIRO DO ESTADO DE SAO PAULO

3.1 INTRODUGAO

A ordem Psitaciforme, que engloba espécies exdticas, ou seja, calopsitas
(Nymphicus hollandicus), periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) e
espécies silvestres como o papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) e o periquito
rico (Brotogeris tirica) sao considerados o0s mais populares entre as aves de
companhia em todo o mundo. Além da beleza demonstrada através de cores
vibrantes, sua capacidade de imitar sons e se relacionar com seres humanos os
tornam os mais desejados. Devido as atraentes caracteristicas destas espécies, o
numero de aves em cativeiro e o comércio mundial destes animais vém
aumentando gradativamente, tornando um facilitador na disseminagdo de agentes
causadores de doencas.

O impacto de patdgenos exoéticos nas espécies nativas € um problema
reconhecido; dentre as diversas doencas preocupantes em aves de cativeiro, a
Circovirose e a Poliomavirose estdo entre as mais importantes (HA et al., 2009;
SZWEDA et al, 2011). Por serem doengas virais persistentes, com elevada
mortalidade e morbidade, sdo extremamente perigosas tanto para psitacideos de
cativeiro como para os de vida livre. Estudos sobre a ocorréncia destes agentes em
aves de cativeiro e vida livre foram realizados em varias partes do mundo
(RAHAUS; WOLFF, 2003; BERT et al., 2005; RAHAUS et al., 2008; HA et al.,
2009), entretanto, pouco se sabe sobre estes virus na América do Sul (WERTHER
et al., 1999).

O Circovirus de psitacideo é o agente causador da doenca do bico e das
penas de psitacideos (BFV), primeiramente relatada na Australia (PASS; PERRY,
1984) mas, atualmente, disseminado pelo mundo (LATIMER et al., 1990;
WERTHER et al., 1999; ALBERTYN; TAJBHAI; BRAGG, 2004; HARKINS et al.,
2014). E caracterizado pela distrofia simétrica das penas e pela imunossupresséo,

afetando diversas espécies de psitacideos.
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O Poliomavirus (APV) causa uma doenga semelhante a BFD, com alteragao
em penas, entretanto, outros sinais clinicos como a hemorragia subcuténea sao
comumente encontrados nesta patologia (BOZEMAN et al., 1981; BERNIER;
MORIN; MARSOLAIS, 1984; PHALEN, 1998). Ambos os patégenos podem ocorrer
no mesmo hospedeiro (PHALEN, 1998). Apesar de afetarem psitacideos, poucos
estudos sobre estes agentes foram realizados no Brasil, pais que abriga uma
avifauna de mais de 1.000 espécies. O objetivo deste estudo foi detectar através da
técnica de PCR, o Circovirus e o Poliomavirus em amostras bioldgicas de

psitacideos de cativeiro no Brasil.

3.2 REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Circovirus — Virus da Doenga do Bico e das Penas (BFDV)

A doenca do bico e das penas de psitacideos foi descrita pela primeira vez
em 1975, em cacatuas na Australia (LATIMER et al., 1990; ALBERTYN; TAJBHAI,
BRAGG, 2004). Durante os anos 70 e 80, a hipotese de que a etiologia da doencga
seria uma anormalidade enddcrina foi proposta, no entanto, esta foi desconsiderada
na mesma época. Diversos agentes etioldgicos foram cogitados e desconsiderados
ao longo dos anos, entre eles estdo Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae, virus
de Newcastle, Reovirus, Adenovirus, Salmonella Pullorum e Poliomavirus
(RITCHIE, 1995). Finalmente, em 1987 foi identificado o virus causador da doencga
do bico e das penas de psitacideos (BFDV) (WYLIE; PASS, 1987).

A doenca afeta mais de 40 espécies de psitacideos, sendo encontrada em
animais de vida livre da Australia, Indonésia e Filipinas (RITCHIE, 1995). Devido a
grande movimentacédo de aves pelo mundo, o Circovirus esta presente em quase
todos os continentes, e foi relatado em aves de cativeiro da Europa (BERT et al.,
2005), América do Norte (KLOET; KLOET, 2004), Asia (OGAWA et al., 2010),
Oceania (MASSARO et al., 2012), América do Sul (WERTHER et al., 1999) e Africa
(HEATH et al., 2004). Ao analisar sequencias do genoma do BFDV de diferentes

continentes, Harkins et al. (2014) observaram que o ancestral do virus veio
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provavelmente da Australia, e que paises da América do Norte e Europa, que
importam muitas aves, agem como disseminadores do agente. Os mesmos autores
demonstraram em um mapa a possivel distribuicdo do virus no mundo (Figura 9),
que nado inclui a América do Sul devido a falta de documentacao da doencga nestes
paises. O unico trabalho relatando a doenca no Brasil foi publicado em 1999 em

uma Cacatua alba, de um criador de aves exoéticas (WERTHER et al., 1999).

Figura 9 - Movimentagao do Circovirus de psitacideos obtido através de analise filogenética
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Fonte: Adaptado de Harkins et al. (2014).

3.2.1.1 Morfologia

O BFDV é um virus isométrico, pequeno (14-18 nm de didmetro), ndo
envelopado, que possui uma fita simples circular de DNA, pertencente a familia
Circoviridae. Esta familia engloba o virus da anemia das galinhas (CAV), o
Circovirus suino (PCV), o BFDV e o Circovirus de outras espécies de aves
(pombos, canarios, gansos e outros) (RITCHIE, 1995; PHALEN, 2005). O genoma
do BFDV possui 1.993 nucleotideos, com sete ORFs (open reading frame)
(FRANCIOSINI et al.,, 2005; PHALEN, 2005). A ORF V1 codifica a proteina

associada a replicacao viral, enquanto a ORF C1 codifica a proteina do capsideo
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(Figura 10) (RAIDAL; CROSS, 1994). O DNA pode variar em até 11% entre as
estirpes virais (PHALEN, 2005). Kloet e Kloet (2004) observaram a ocorréncia de
subtipos com uma complexa especificidade de hospedeiros, também relacionados

com a ocorréncia geogréafica.

Figura 10 - Esquema do genoma do BFDV

ORF 6

Fonte: Adaptado de Bassami et al. (1998).

A ORF V1 possui 867 nucleotideos e codifica uma proteina de 33,3 KDa.
Esta proteina esta associada a replicacdo viral, denominada de proteina Rep
(LATIMER et al., 1993; BASSAMI et al., 1998). A ORF C1, com 741 nucleotideos,
localizada na fita de DNA complementar, codifica uma proteina de capsideo de 28,9
KDa. Nao se sabe ao certo a fungéao das outras ORFs (BASSAMI et al., 1998).

Devido ao tamanho reduzido do genoma, a replicagao viral € extremamente
dependente das enzimas celulares, ocorrendo tipicamente no nucleo, onde
produzem os corpusculos de inclusdo. A replicagdo ocorre via “rolling cicle”
(WOODS; LATIMER, 2008), apresentada na figura 11. A persisténcia viral ocorre

nas células intestinais e 6rgaos adjacentes (LATIMER et al., 1990).
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Figura 11 - Esquema da replicagéo "rolling circle"

©i©
O

Fonte: (adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Rolling_circle_replication)

Legenda: A fita produzida ao final da replicagéo é clivada, formando diversos virions.
3.2.1.2 Patogenia

Devido a relagao entre a infecgcédo e os érgaos linfoides de produgao como
timo e a bursa de Fabricius, o BFDV é conhecido por causar imunodeficiéncia
(LATIMER et al., 1990).

O periodo de incubacao varia de 3 semanas a 1 ano. O virus € eliminado
através do p6 da pena, fezes e epitélio do ingluvio, com a transmissdo ocorrendo
pela inalagdo ou ingestdo do virus (PHALEN, 2005), podendo ocorrer também
transmissao vertical (RAHAUS et al., 2008).

Devido a ocorréncia em psitacideos do novo (BERT et al., 2005;
PIASOMASZ; WIELICZKO, 2010) e velho mundo (SCHOEMAKER et al., 2000;
FRANCIOSINI et al., 2005; KATOH et al., 2010), todas as espécies de psitacideos
apresentam potencial de desenvolver a doenga, porém animais mais jovens e
espécies do velho mundo sao considerados mais susceptiveis (BERT et al., 2005;
PHALEN, 2005), com mortalidade de até 100% (SCHOEMAKER et al., 2000).
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3.2.1.3 Sinais clinicos

A doenga manifesta-se de trés formas: hiperaguda, aguda e crénica. A
forma hiperaguda ocorre mais comumente em neonatos, a aguda ocorre em
filhotes, quando as penas estdo em fase de formacao, levando o animal a 6bito em
1-2 semanas. Na forma crénica, os animais mais comumente atingidos estdo na
faixa etaria de 6-12 meses, passando pela primeira muda de penas, mas pode
ocorrer também em animais mais velhos. A morte geralmente ocorre entre 6 meses
a 2 anos do inicio da manifestacdo dos sinais clinicos, devido a natureza
imunossupressora da doenca. Na maioria das espécies, a doenga € crobnica,
caracterizada pelo crescimento progressivo de penas distréficas e deformidade no
bico (PASS; PERRY, 1984).

CACATUA

A doenga crbénica geralmente ocorre em animais de 8-10 meses. Os
primeiros sinais clinicos sao sutis, como a diminuicdo de p6 de pena no bico e
muda de penas prolongadas. Em uma observacdo mais detalhada, € comum
encontrar algumas penas distroficas desde o inicio da doenga. As penas afetadas
sofrem hiperqueratose, que leva ao engrossamento da bainha da pena e retengao
da mesma (Figura 12). Este engrossamento gera a permanéncia dos canhdes de
pena, devido a dificuldade de ruptura dos mesmos (PHALEN, 2005).

A lesdo no bico € mais comum em Cacatua sp., sendo raro nas outras
espécies. Essas alteragcbes se devem a hiperqueratose, que levam ao alongamento
€ um maior crescimento do bico, com necrose no estagio final da doenga. Devido a
dor causada por estas lesdes, as aves apresentam anorexia, logo, animais que nao
apresentam lesao no bico possuem maior sobrevida. Uma grande porcentagem de

animais morrem entre 6-12 meses apos o inicio dos sinais clinicos.
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Figura 12 - Cacatua alba filhote apresentando
retencéo das bainhas das penas

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2010).

A doenga aguda € mais comum em filhotes e é geralmente fatal. Os sinais
clinicos sao: depressao, regurgitagao e crescimento de penas com estrangulamento
na base (PHALEN, 2005).

Devido a imunossupressdo causada pelo Circovirus, infeccbes

concomitantes com o Poliomavirus sdo comuns (PHALEN et al., 2000).

PAPAGAIO AFRICANO

Em infecgdes experimentais os sinais sistémicos inespecificos
(regurgitacao, estase de papo e fraqueza) precedem as lesbes nas penas. As
alteracbes encontradas, entretanto, sdo idénticas as de cacatuas, com exceg¢ao da
alteracdo nas penas primariamente cinzas que passam a apresentar coloragao
vermelha (PHALEN, 2005).

Na apresentagdo hiperaguda, que pode ocorrer em animais com até 7
meses de idade, os sinais clinicos sao diferentes da apresentacao classica da
BFPD. Em um estudo com 14 animais jovens, Schoemaker et al. (2000)
encontraram anorexia, vomito e fraqueza como sinais clinicos mais comuns, com

apenas trés individuos apresentando alteragdo em penas.



51

AGAPORNIS

A doencga é muito comum nas aves deste género, chegando a incidéncia de
60% dos criatérios destas espécies nos Estados Unidos, mas sua manifestagao
geralmente é subclinica (PHALEN, 2005).

PERIQUITO AUSTRALIANO

Nesta espécie, os mais susceptiveis sdo os filhotes (Figura 13). A doenca
se apresenta de forma diferente das demais espécies, com a auséncia do
crescimento das penas primarias e secundarias das asas. A mesma apresentacao
ocorre com a infecgdo por Poliomavirus, sendo esta um diagndstico diferencial
importante (PHALEN, 2005).

ECLECTUS

A qualidade das penas é bastante afetada, sendo comum a infecgao
concomitante com o Poliomavirus (PHALEN, 1998, 2005).

OUTRAS ORDENS

Em pombos, a doenca estd associada a elevada morbidade e baixa
mortalidade, entretanto a mortalidade descrita varia de 1 a 100% (WOQODS et al.,
1993, 1994; SOIKE et al.,, 2001; WOODS; LATIMER, 2008). A idade das aves
afetadas varia de seis semanas a doze meses. Os sinais clinicos sao: letargia,

anorexia, diarreia e emagrecimento (RITCHIE, 1995).
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Em canarios, a doenga é associada a “black spot”, cujos sinais clinicos
incluem distensdo abdominal e congestdo da vesicula biliar (TODD, 2001). A
mortalidade varia de 90 a 100% dos casos, afetando principalmente filhotes
(WOODS et al., 2000).

Figura 13 - Periquitos australianos filhotes de um
mesmo criador durante um surto de
BFDV

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2010).

Legenda: As aves apresentam apteria por todo o corpo (setas).

3.2.1.4 Diagndstico

No exame histoldgico, € possivel observar corpo de inclusdo intranuclear
basofilico principalmente no trato gastrointestinal e foliculos das penas, mas este
também pode ser encontrado no bico, lingua, trato gastrointestinal, bursa de
Fabricius, timo, érgaos genitais, entre outros (LATIMER et al., 1990). Entretanto, o
Poliomavirus, Herpesvirus e Adenovirus podem causar inclusdes nucleares
basofilicas em psitacideos, dificultando o diagndstico da doenca pelo exame
histopatolégico (LATIMER et al., 1993).

Por ser um virus que causa hemaglutinacdo, o Circovirus permitiu o
desenvolvimento de reagdo de hemaglutinagcdo (HA) e inibicdo de hemaglutinagao

(RAIDAL; CROSS, 1994). Entretanto, com a padronizagdo da reagdo em cadeia
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pela polimerase (PCR) para a BFPV, este se tornou o principal meio de diagndstico
da doenca (LATIMER et al., 1993). Penas, fezes, suabes orais e cloacais além de
orgao podem ser testados. O virus pode ser detectado no sangue antes do inicio
dos sinais clinicos (PHALEN, 2005).

3.2.1.5 Tratamento

Nao existe cura para a doencga, sendo preconizado o tratamento suporte do
animal. As lesdes em pena sao toleradas, entretanto lesées em bico e unhas sao
extremamente dolorosas, principalmente quando ha infeccdo secundaria, sendo
indicada a eutanasia (GERLACH, 1994).

3.3.2 Poliomavirus

O Poliomavirus das aves (APV) foi descoberto em 1981, apés um surto
ocorrido no Texas em um aviario de periquitos australiano (Melopsittacus
undulatus) (BOZEMAN et al., 1981). E causador de perdas econdémicas anuais
substanciais para a avicultura, casa de venda de animais (PHALEN, 1998).

O virus esta distribuido mundialmente (ENDERS et al., 1997; PHALEN et
al., 2000; RAHAUS; BERT et al., 2005; WOLFF, 2005; DEB et al., 2010; ZHUANG
et al., 2012; ALLEY et al., 2013; BENNETT; GILLETT, 2014), entretanto os sinais
clinicos podem variar de acordo com a cepa, ocorrendo a forma crénica na Europa
e aguda na América (GERLACH, 1994; RITCHIE, 1995).

3.3.2.1 Morfologia

O APV é um virus icosaédrico, nao envelopado, de 40-50 nm de didmetro,

com um DNA duplo circular de 4,8 a 5,5 Kb, pertencente a familia Papovaviridae
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(ROTT et al., 1988; RAMIS et al., 1998). Seu genoma possui duas ORFs principais
(ROTT et al., 1988). Existe apenas um gendtipo de APV (KOU et al., 2008).

O virus é termoestavel, sobrevivendo ao congelamento e ao aquecimento a
56°C por 2 horas. O APV também é resistente a solventes organicos. A remogéao de
matéria organica seguida de desinfecgao € a unica forma segura de remocéao deste
agente (SZWEDA et al., 2011).

3.3.2.2 Patogenia

O APV pode permanecer em estado latente, causando a doenca apenas
ap6s um periodo de estresse excessivo (BOZEMA et al., 1981). O periodo de
incubacao em infecgdes naturais varia de 10-14 dias, com a excecao nos periquitos
australianos, em que esse periodo diminui para sete dias (PHALEN, 1998, 2000),
enquanto em infeccbes experimentais com a aplicagdo do virus por via
intramuscular (IM) ou intravenosa (IV), o periodo de incubagéo diminui para 2 dias.
A viremia, que pode durar de 17 a 67 dias, precede a liberacdo do virus, sendo
possivel detectar o virus no sangue antes de se detecta-lo nas fezes e/ou suabes
da cloaca (PHALEN et al., 2000). Devido a caracteristica de elevada mortalidade
em filhotes, esta doengca €& percebida pelos criadores durante a época de
reproducdo, quando ocorre menor taxa de fertilizagdo de ovos e maior mortalidade
de filhotes (PHALEN, 1998).

Potti et al. (2007) relataram a transmissdo do APV através de insetos,
sendo o primeiro grupo a demostrar uma rota de infecgao primaria. Esse resultado
corrobora com Bert et al. (2005), que encontraram filhotes de papagaios positivos
cujos pais apresentavam resultado negativo para o virus, indicando a possibilidade
de uma contaminacao pelo ambiente. Outro fator importante relatado pelos mesmos
autores foi a elevada prevaléncia de aves positivas e assintomaticas, que podem

disseminar o virus para o ambiente.
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3.3.2.3 Sinais clinicos

Uma hemorragia generalizada € um sinal comum em aves positivas para
APV, provavelmente devido a uma trombocitopenia (PHALEN et al., 2000). Alguns
animais que sobrevivem a doenca podem apresentar a sindrome do edema e
ascite, causado pela lesdo em glomérulos renais e no parénquima hepatico
(PHALEN, 2005).

PERIQUITO AUSTRALIANO

A deteccdo da doenga ocorre normalmente quando ha a percepg¢ao de
maior mortalidade de filhotes e menor taxa de ovos incubados (PHALEN, 1998). Na
doencga aguda, a demora no esvaziamento do ingluvio, distensdo abdominal, ascite,
hemorragia subcutanea, alteragdo em penas e morte subita sdo sinais comuns
(BOZEMAN et al., 1981; BERNIER; MORIN; MARSOLAIS, 1984; PHALEN, 1998).
A mortalidade é elevada, chegando a 100%, e aves que sobrevivem aos primeiros
15 dias de infeccdo apresentam demora no crescimento das penas primarias das
asas e nas penas da cauda. Estes sinais clinicos semelhantes ao PBFD, devem ser
considerados em um diagndstico diferencial (BERNIER; MORIN; MARSOLAIS,
1981, 1984). Existem ainda casos de sinais neurolégicos como ataxia e tremores de
cabeca, que ocorrem devido a presenca do virus no cerebelo das aves infectadas
(RITCHIE, 1995; PHALEN, 1998).

AGAPORNIS

Agapornis sp. com APV apresentam doencga distinta, comum em animais
mais velhos (até 1 ano). O virus € comumente associado com PBFD, fator que

poderia explicar a susceptibilidade de animais mais velhos a doenca, uma vez que
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o Circovirus € considerado um virus imunossupressor da resposta imunoldgica
(PHALEN, 1998, 2005).

CACATUA

Filhotes de cacatua apresentam sinais clinicos unicos se comparados com
as outras espécies. Quando infectados na idade entre 4-8 semanas, apresentam
sinais de dificuldade respiratéria e atraso no desenvolvimento corporal. A necropsia
revela secrecdo em pulmdes, acompanhado de pneumonia intersticial severa. Aves
adultas apresentam sinais classicos de alteragdo em penas e hemorragia,
entretanto ja foram relatados casos de encefalopatia por APV em dois individuos
(PHALEN, 2005). Foram descritos encefalopatia em trés cacatuas adultas
(LATIMER et al., 1996; PHALEN, 2005).

OUTROS PSITACIDEOS

Em Aratinga sp. infectadas, ocorre ébito em até seis semanas de idade,
enquanto Araras e Eclectus doentes morrem em até 14 semanas de idade. Filhotes
infectados podem morrer sem demonstrar sinais clinicos, mas quando estes estao
presentes, sao sutis como a demora no esvaziamento do papo e fraqueza
(PHALEN, 1998).

A doenga é rara em papagaios amazonas adultos, geralmente associada a
PBFD (PHALEN, 2005). Amazonas infectados podem vir a 6bito sem demonstrar
sinais clinicos ou apresentarem depressao, anorexia, perda de peso, demora no
esvaziamento do papo, diarreia, regurgitacdo, ataxia e paresia (SZWEDA et al.,
2011).
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3.3.2.4 Diagndstico

A técnica de PCR é a mais utilizada e muito sensivel para a detecgcao deste
agente. O diagndstico deve ser feito apdés duas semanas da exposigao da ave ao
virus, periodo no qual ainda ndo ha viremia ou eliminacao do virus, evitando assim
falso negativos (PHALEN et al., 2000). O periodo de quarentena recomendado é de
pelo menos 135 dias, podendo chegar a seis meses em periquitos australianos
(PHALEN; WILSON; GRAHAM, 1997; PHALEN et al., 2000).

No exame necroscopico pode ser observado hidropericardio, palidez
generalizada, hepatomegalia e/ou esplenomegalia (BOZEMAN et al., 1981;
PHALEN, 1998; PHALEN et al.,, 2000). Em papagaios da Amazénia, os achados
mais comuns sao: Ingluvio repleto, hidropericardio, aumento dos rins,
hepatomegalia com lesbes focais, esplenomegalia, edema pulmonar e/ou palidez
generalizada (SZWEDA et al., 2011).

No exame histopatolégico observa-se a presenga de corpusculo de inclusao
no baco, nas células epiteliais dos tubulos renais e/ou figado (BOZEMAN et al.,
1981; PHALEN, 1998).

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de fezes, sangue, suabe cloacal e/ou penas de
psitacideos com sintomatologia clinica compativel com Poliomavirus e/ou
Circovirus (Quadro 4). As amostras bioldgicas foram obtidas no Ambulatério de
Aves da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo, criadouros de aves e clinicas veterinarias em Sao Paulo e Rio de Janeiro.

As fezes foram obtidas do fundo da gaiola das aves, previamente forradas
com papel aluminio. Para a coleta de suabe cloacal, a ave foi contida, as penas

foram afastadas para a visualizagao da cloaca sendo utilizado um suabe umedecido
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com meio de conservagao sem tocar na parte externa da cloaca. As fezes foram
armazenadas em um microtubo com meio de conservagao, ou seja, tampao fosfato
salino 0,1M, pH 7,4 (PBS 0,1M, pH 7,4) contendo antibiético (16mg/mL) e
antifingico (2mg/mL), congeladas a -80°C até o procedimento de extracdo de
material genético.

O sangue foi coletado com papel filtro FTA (Whatman International Ltd., GE

Healthcare, Reino Unido).

Quadro 4 - Sinais clinicos para a inclusdo no trabalho

Poliomavirus Circovirus

Apteria Apteria
Sinais Neurologicos -
Regurgitagao Regurgitagao
Obito subito Obito subito
Penas distroficas Penas distréficas
Mortalidade em filhotes Mortalidade em filhotes
- Automutilacao
Anorexia Anorexia
Hemorragia -
Apatia Apatia

3.4.2 Extracao

Antes do procedimento de extracdo do DNA a amostra recebeu choque
térmico. As amostras foram congeladas no freezer -80 graus Celsius por dez
minutos e entdo descongeladas por um minuto em banho Maria e foram
homogeneizadas no vortex por 20 segundos. Esse procedimento foi repetido trés
vezes, para entao centrifuga-las a 12.000xg durante 20 minutos para a obtengao do
DNA.

O método GT modificado foi utilizado para a extracdo de DNA. O método
GT foi realizado da seguinte forma: O volume de 600puL de GT (60g Isioticionato de
Guanidina, 5mL de Tris-Hcl 1 M pH7,5, 10mL de EDTA 0,25M pH 8, adicionar agua
ultra pura para o volume de 100 mL) foi adicionado a 200pL de amostra. A amostra

foi homogeneizada no vortex por 20 segundos e mantida em temperatura ambiente
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por cinco minutos. Apds este periodo de incubacdo se adicionou 100uL de
cloroféormio. A amostra foi homogeneizada por 20 segundo no vortex, mantida em
repouso em temperatura ambiente por dez minutos e centrifugada a 12.000xg a 4°C
por cinco minutos. O volume de 600uL de isopropanolol foi colocado em novo
microtubo, e adicionado de 500uL do sobrenadante da amostra. Esta reagao foi
incubada a -20°C por duas horas. Apods o periodo de incubagéo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000xg a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
pellet foi lavado com 500uL de etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a
12.000xg a 4°C. O sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet dissolvido
com 30uL de TE. A amostra foi mantida em placa a 56°C por 15 minutos e

armazenada a -20°C até o momento da realizacido do PCR.

3.4.3PCR

Os primers selecionados estao descritos no quadro 5. O mix utilizado foi o
mesmo para Circovirus e Poliomavirus, que apresentava 5uL de solugdo tampao
5X, 2uL de MgCl2, 0,75uL de dNTP (1,25mM), 2uL de cada primer (10mM) e 0,2uL
de Taq Polymerase (5U), 1uL de DNA e agua para o volume de 25pL.

Para BFDV, o ciclo utilizado foi: 96°C por 5 minutos, 32 ciclos de 96°C por
30 segundos, 61°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, sendo a extensao
realizada a 72°C durante 10 minutos. Para o APV, o ciclo utilizado foi o mesmao,
mudando apenas a temperatura de hibridizagao para 58°C e a quantidade de ciclos
para 40.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% contendo o corante Sybr Safe (Invitrogen).Foi utilizado o marcador
de peso molecular de 100 pb. O resultado foi analisado por meio de um
transluminador e foto documentado por Alpha Imager Mini Analises System (Alpha

Innotech).
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Quadro 5 - Primers selecionados para a deteccao viral

Agente | Regiao Taman | Referéncia
Viral Codifi- . ho do
cada Primer Fragme
nto
BFDV | ORF V1 | 5’ AACCCTACAGACGGCGAG 3’ 717 bp | YPELAAR
F et al., 1999
BFDV | ORF V1 | 5GTCACAGTCTCCTTGTACC 3 717 bp | YPELAAR
R et al., 1999
APV ORF1F [5CTTATGTGGGAGGCTGCAGTGT |550bp |BERT et al.,
T3 2005
APV ORF1R |5 550 bp | BERT et al.,
TACTGAAATAGCGTGGTAGGCCTC 2005
3

3.4.4 Purificagdo e Sequenciamento

Algumas amostras foram selecionadas para o sequenciamento e posterior
analise filogenética. Utilizou-se para a purificagdo 100uL de amostras positivas. O
kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification foi utilizado, seguindo as indicagbes do
produto. Em seguida, foi realizada uma eletroforese das amostras purificadas para
que o produto purificado fosse quantificado visualmente com Low Mass DNA
Ladder (Invitrogen™).

Apds se verificar a qualidade do produto purificado, as amostras foram
enviadas para o sequenciamento de material genético no Centro de Pesquisas
sobre Genoma Humano e Células-Tronco no Instituto de Biociéncias da USP,
seguindo as instru¢gdes do mesmo.

As sequéncias recebidas foram analisadas utilizando o programa CLC Main
Workbench 6.8.3 e alinhadas no programa BioEdit 7.1.3.0 (HALL, 1999). As arvores
filogenéticas foram confeccionadas baseadas na proteina VP71 para APV e Rep
para BFDV, e foram construidas através do programa MEGA 5, utilizando um

bootstrap de 1000 replicagoes.
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2.4.5 Outros agentes virais

Algumas amostras também foram testadas para Poliomavirus (APV) e
Circovirus (BFDV), utilizando o método GT modificado foi utilizado para a extragao
de DNA. Para BFDV foram utilizados os primes descritos por Ypelaar et al. (1999) e
para APV Bert et al. (2005), seguindo o protocolo de PCR descrito pelos mesmos

autores.

3.4.6 Resultados

Foram examinados 120 animais, pertencentes a 23 espécies distintas, com
sintomatologia compativel com APV e/ou BFDV. Foram encontradas 57 (47,5%)
aves positivas, sendo que em 21 (17,5%) foi detectado o APV e em 41 (34,17%) o
BFDV, distribuidos em 18 espécies de psitacideos. Entre os animais positivos,
cinco (8,62%) apresentaram infecgdo concomitante. A tabela 2 e o quadro 6
apresentam estes resultados. A distribuicdo das amostras positivas dos virus em
relacdo aos tipos de amostras coletadas esta demostrado na tabela 3.

Dentre as 17 espécies positivas, apenas cinco representam espécies
nativas, sendo elas: Amazona aestiva, Amazona amazonica, Ara ararauna, Triclaria
malachitacea e Aratinga jandaya, que representam 19 (32,75%) individuos positivos
de um total de 58 aves do novo mundo analisadas. Em contraste, 38 das 62
amostras que pertenciam a espécies exoticas foram positivas, representando
61,20%. Das espécies Brasileiras, apenas Ara ararauna apresentou infecg¢ao
concomitante, representando 5,26% no total de aves nativas positivas e 1,72% no
total geral de aves positivas.

Os sinais clinicos observados nos animais positivos para Circovirus foram
apteria (n=19), automutilagdo (n=2), regurgitagao (n=1), sinais neuroldgicos (n=11),
apatia/anorexia (n=15) e oObito subito (n=2). Dentre os 11 animais que
apresentavam sinais neurologicos, uma ave foi positiva também para Poliomavirus
enquanto seis animais foram positivos para outro virus de psitacideo, o Bornavirus.

Nas aves positivas para Poliomavirus, quatro apresentavam apteria, trés
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automutilagdo, dois regurgitacado, um sinal neurolégico, vinte apatia/anorexia e um
Obito subito sem ocorréncia de sinais clinicos (Figura 14). Os animais com infec¢ao
concomitante de Circovirus e Poliomavirus apresentavam: automutilagdo (n=2),

apteria (n=3), apatia/anorexia severa (n=2) e sinais neuroldgicos (n=1).

Tabela 2 - Incidéncia de BFDV e APV por espécie

Espécie Numero de Positivos para Positivo para Infecgao
animais Poliomavirus Circovirus concomitante
examinados
Amazona 40 1 12 0
aestiva
Aratinga jandaya 1 1 0 0
Ara ararauna 4 2 2 1
Triclaria 1 0 1
malachitacea
Aprosmictus 1 1 0 0
erythropterus
Platycercus 7 5 1 0
icterotis
Psephotus 6 0 2 0
haematonotus
Neophema 1 0 1 0
bourkii
Turquoisine 3 1 1 0
opaline
Forpus coelestis 1 0 0 0
Platycercus 5 0 0
eximius
Alisterus 3 1 0 0
scapularis
Neophema 2 0 1 0
splendida
Nymphicus 15 0 2 0
hollandicus
Psittacus 3 2 2 2
erithacus
Amazona 1 0 1 0
amazonica
Melopsittacus 15 1 11 1
undulatus
Aratinga 1 0 0 0
leucophthalmus
Eclectus roratus 1 1 1 1
Agapornis 4
personatus
Guarouba 1 0 0 0
guarouba
Pyrrhura frontalis 1 0 0 0
Cacatua alba 1 0 0 0

Total (%) 120 21 (17,5%) 41 (34,17%) 5 (8,62%)
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Quadro 6 Distribuicdo de espécies infectadas por cada agente etiolégico

Poliomavirus

Circovirus

Poliomavirus e
Circovirus

Aratinga jandaya

Psittacus erithacus

Psittacus erithacus

Ara ararauna

Amazona aestiva

Melopsittacus undulatus

Aprosmictus erythropterus

Triclaria malachitacea

Eclectus roratus

Turquoisine opaline

Neophema bourkii

Ara ararauna

Platycercus eximius

Platycercus icterotis

Psittacus erithacus

Turquoisine opaline

Platycercus icterotis

Psephotiis haematonotus

Eclectus roratus

Neophema splendida

Melopsittacus undulatus

Ara ararauna

Alisterus scapularis

Amazona amazonica

Amazona aestiva

Eclectus roratus

Melopsittacus undulatus

Agapornis personatus

Nymphicus hollandicus

Tabela 3 Distribuigdo de amostras positivas de APV e BFDV em relagao ao tipo de amostra coletada

Fezes Penas Suabe Figado Rim  Sangue
cloaca

Positivos 10 2 0 9 1
APV (%) (12,65%) (7,14%) (0%) (56,25%) (69,23%)  (12,5%)
Positivos 14 14 1 2 1
BFDV (17,72%) (50%) (8,33%) (12,5%) (15,38%)  (12,5%)
(%)
Total de
positivos/ 24/79 16/28 1/12 11/16 11/13 2/8
Total (30,38%)  (57,15%)  (8,34%)  (68,75%)  (84.61%)  (25%)
testado

(%)
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Figura 14 - Papagaio verdadeiro (A) e Jandaia (B) apresentando apteria

A

Fonte: (AZEVEDO, N. P., 2012).

3.4.6 Sequenciamento

O sequenciamento parcial do gene ORF1 para Poliomavirus de duas
amostras positivas, NP 1 (M. undulatus) e NP 94 (A. aestiva) foi comparado com
sequéncias presentes no GenBank. Baseada no BLAST (NCBI), a similaridade do
gene ORF 1 entre as amostras NP 1 e NP 94 e as amostras do sistema foi de 99%,
a mesma similaridade encontrada da proteina deduzida deste gene.

A arvore filogenética construida estd demostrada na figura 15, enquanto a
matriz de similaridade esta apresentada na tabela 4. Ndo pode ser observado
agrupamento de amostras em relagdo a origem das mesmas nem das espécies

hospedeiras, sendo todas as amostras de APV pertencentes ao mesmo gendtipo.
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Figura 15 - Arvore filogenética para APV, construida utilizando o método neighbor-joining com
repeticdo de 1000 bootstrap (utilizando o programa MEGA-5), baseada na proteina
VP1, codificada pelo gene VP1

ACJ13429.1 (vp1) Psittacula sp. (China)
ADC34627.1 Melopsittacus undulatus (China)

36| ABC47338.1 Amazona arausiaca (Tailandia)
ABC47337.1 Eclectus roratus (Tailandia)

35| AAW52586.1 Melopsittacus undulatus (China)
AAW52586.1 (vp1) Melopsittacus undulatus (China)
- AAD30960.1 Pteroglossus viridis ( EUA)
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73 +NP 1 Melopsittacus undulatus (Brasil)

NP 94 Amazona aestiva (Brasil)

L ABD46778.1 Cacatua galerira (tailandia)
ABC47335.1 Eos reticulate (Tailandia)
NP 89 BFDV

—
0.1

Fonte: AZEVEDO, N. P.

Para o BFDV, foram comparadas o sequenciamento parcial da ORF V1 das
amostras NP 89 (E. roratus) e NP 96 (M. undulatus) com as amostras do BLAST
(NCBI), obtendo-se uma similaridade de 99% para os nucleotideos e para proteina
(Rep). A arvore filogenética construida esta demostrada na figura 16, enquanto a
matriz de similaridade esta apresentada na tabela 5. Ndo pode ser observado
agrupamento de amostras em relagdo a origem das mesmas nem das espécies
hospedeiras. A variacdo da similaridade entre as sequencias obtidas neste trabalho
e das sequencias do GenBank provenientes do Brasil variaram entre 96 e 99%,
sendo a NP 89 com maior variabilidade do que a NP 96 quando comparadas com
as outras duas sequencias do pais. Quando comparada com as mesmas espécies,
a amostra NP 96 (M. unduatus) variou entre 99 e 100%, enquanto a amostra NP 89

(E. roratus) mostrou similaridade de 96%.
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Figura 16 - Arvore filogenética para BFDV, construida utilizando o método neighbor-joining com
repeticdo de 1000 bootstrap (utilizando o programa MEGS5), baseada na proteina Rep,
codificada pelo ORF V1

onr AEP25706.1 Psittacus erithacus (ltalia)

16]L AGC55218.1 Platycercus eximius (Nova Zelandia)

4 |- AGC55178.1 Aprosmictus erythropterus (Polandia)
AFL02445 1 Cyanoramphus auriceps (Nova Zelandia)

L) N

AFL02449.1 Cyanoramphus auriceps (Nova Zelandia)
— AAS93278.1 Psittacus eritacus (Alemanha)

o

1, | ACO35247.1 Agapormnis sp. (Tailandia)
AFM55190.1 Eclectus roratus (Nova Caledonea)

43 |- ACT82481.1 Psittacus erithacus (Porugal)

[#5L AEP25705.1 Psittacus erithacus  (italia)

— AAG30561.1 Cacatua leabeateri (Asutralia)
o5 | AAG30555.1 Eolophus roseicapillus (Australia)
59 AAG30567.1 Cacatua galerita (Australia)

AFJ79743.1 Amazona aestiva (Brasil)

n

40 [— BAG55229.1 Melopsittacus undulatus (Jap&o)

g AFJ79742.1 Amazona aestiva (Brasil)

14 |, AEN68632.1 Melopsittacus undulatus (ltalia)

131 48lnp 96 Melopsittacus undularus (Brasil)
AHC70206.1 Orange-bellied parrot (Australia)
1

1 [[f - NP_047275 1 EUA

EAGCSS174_1 Poicephalus robustus (Polandia)
i

AGC55196.1 Forpus coelestis (Polandia)

L— AEN68631.1 Aratinga solstitialis (ltalia)
100 ADY62649.1 Poicephalus robustus (Africa do Sul)

90L NP 89 Eclectus roratrus (Brasil)

L— AET07462.1 Psittacula krameri (Mauritius)
CAC44748.2 Canario (Australia)

AGF46561.1 Circovirus de Suino (China)

Fonte: AZEVEDO, N. P.

1 1
0.15 010 0.05 0.00



Tabela 4 - Matriz de similaridade do APV baseado na tradugao da proteina VP1 do gene ORF 1 das sequencias NP1 e NP 94 e sequéncias de proteinas
obtidas no GenBank

Sequéncia AAD309 AAWS525 AAWS525 ABC473 ABC473 ABC473 ABD4677 ACI134 ADC34 NP1 NP 94 NP 89
60.1 86.1 86.1 35.1 37.1 38.1 8.1 29.1 627.1 BFDV
AAD30960.1 ID 0,993 0,993 0,975 0,993 0,993 0,975 0,993 0,993 0,981 0,981 0,137
AAWS52586. 0,993 ID 1 0,981 1 1 0,981 1 1 0,987 0,987 0,137
1
AAWS52586. 0,993 1 ID 0,981 1 1 0,981 1 1 0,987 0,987 0,137
1
ABC47335.1 0,975 0,981 0,981 ID 0,981 0,981 0,969 0,981 0,981 ' 0,969 0,969 0,143
ABC47337.1 0,993 1 1 0,981 ID 1 0,981 1 1 0,987 0,987 0,137
ABC47338.1 0,993 1 1 0,981 1 ID 0,981 1 1 0,987 0,987 0,137
ABD46778.1 0,975 0,981 0,981 0,969 0,981 0,981 ID 0,981 0,981 0,975 0,975 0,137
ACJ13429.1 0,993 1 1 0,981 1 1 0,981 ID 1 0,987 0,987 0,137
ADC34627.1 0,993 1 1 0,981 1 1 0,981 1 ID 0,987 0,987 0,137
NP1 0,981 0,987 0,987 0,969 0,987 0,987 0,975 0,987 0,987 ID 1 0,137
NP 94 0,981 0,987 0,987 0,969 0,987 0,987 0,975 0,987 0,987 1 ID 0,137
NP 89 BFDV 0,137 0,137 0,137 0,143 0,137 0,137 0,137 0,137 0,137 | 0,137 0,137 ID

LEGENDA: A similaridade das amostras obtidas no presente trabalho com as demais sequéncias do GenBank estao grifadas em rosa.

L9



Tabela 5 - Matriz de similaridade do BFDV baseado na tradugéo da proteina rep da ORF V1 das sequencias NP 89 e NP 96 e sequéncias de proteinas
obtidas no GenBank

(Continua)
A B C D E F G H | J K L M N o P Q R S T U Vv w X Y NP NP 2z
89 96

A ID 0,9 i1 09 09 09 09 09 O9 09 09 09 09 O9 OS O9 09 09 09 O9 OS99 02 09 09 06 O9S 09 09
76 72 72 72 48 58 9 67 76 53 86 9 76 81 72 72 76 76 81 92 72 81 65 58 9 67

B 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 0609 09 09
76 76 76 76 76 53 62 8 72 81 48 8 76 81 8 76 76 81 62 8 92 76 76 65| 62 86 72

C 1 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 O9 O9 09 09 09 0O9 O9 O9 09 09 09 02 09 O9 06 09 09 09
76 72 72 72 48 58 9 67 76 53 86 9 76 81 72 72 76 76 81 92 72 81 65 58 9 67

D 09 09 09 ID o9 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
72 76 72 81 81 53 67 8 76 8 53 76 72 8 81 81 72 86 67 9 87 72 81 69| 62 81 67

E 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 1 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
72 76 72 81 95 58 81 81 9 8 53 76 72 86 81 72 86 67 9 92 72 72 65 67 81 67

F 09 09 09 09 095 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 0S 09
72 76 72 81 95 58 8 81 9 8 53 76 72 8 81 95 72 86 67 9 92 72 72 6 67 81 67

G 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 O9 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
48 53 48 53 58 58 53 58 53 53 48 62 53 62 67 58 58 53 44 58 92 58 48 65 9 58 62

H 09 09 09 09 09 09 09 ID o9 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
58 62 58 67 81 81 53 67 76 72 53 62 58 81 76 8 58 72 53 76 92 67 58 65 62 67 62

l 09 09 09 09 09 09 09 095 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 0O9 09 09 09 02 09 09 06 09 1 09
9 86 9 81 81 81 58 67 76 86 53 95 9 86 9 81 81 86 76 9 96 81 9 65 67 76

J 09 09 09 09 09 09 09 09 09 m 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06[09 09 09
67 72 67 76 9 95 53 76 76 81 48 72 67 81 76 9 67 81 62 8 9 67 67 65 62 76 62

K 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 b 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
76 81 76 86 86 86 53 72 86 81 48 81 76 9 86 86 76 9 72 95 92 76 76 6 62 86 72
09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 m 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
53 48 53 53 53 53 48 53 53 48 48 48 62 58 62 53 48 48 44 53 92 53 44 65 58 53 53

LEGENDA: A similaridade das amostras obtidas no presente trabalho com as demais sequéncias do GenBank estdo grifadas em rosa. Cada letra do
cabecalho indica uma sequéncia do GenBank: A (AAG30555.1), B (AAG30561.1), C (AAG30567.1), D (AAS93278.1), E (AC0O35247.1), F (ACT82481.1), G
(ADY62649.1), H (AEN68631.1), | (AEN68632.1), J (AEP25705.1), K (AEP25706.1), L (AET07462.1), M (AFJ79742.1), N (AFJ79743.1), O (AFL02445.1), P
(AFL02449.1), Q (AFM55190.1), R (AGC55174.1), S (AGC55178.1), T (AGC55196.1), U (AGCS5218.1), V (AGF46561.1), W (AHC70206.1), X

(BAG55229.1), Y (CAC44748.2) e Z (NP_047275.1).
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(Conclusao)

se A B C D E F G H I J K L M NO P @ R S T U V X W Y NP NP Z
q 89 96
M 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
8 81 8 76 76 76 62 62 95 72 81 48 8 81 8 76 76 81 72 8 96 76 8 69 62 95 72
N 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
9 76 9 72 72 72 53 58 9 67 76 62 86 76 81 72 76 76 81 81 9 72 81 74 62 9 72
o 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
76 81 76 8 8 8 62 81 8 81 9 58 81 76 95 8 76 9 72 95 92 8 76 65 72 86 81
P 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
81 8 81 81 8 81 67 76 9 76 8 62 86 81 095 81 8 8 67 9 92 9 8 69 76 9 86
Q 09 09 09 09 1 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
72 76 72 81 95 58 8 8 9 8 53 76 72 86 81 72 8 67 9 92 72 72 65 67 81 67
R 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 D 09 09 09 02 09 09 06 09 09 09
72 76 72 72 72 72 58 58 81 67 76 48 76 76 76 81 72 76 76 81 92 72 72 69| 67 81 76
s 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 09 02 09 09 06 09 09 09
76 81 76 8 8 8 53 72 8 8 9 48 81 76 9 8 8 76 72 95 87 76 76 69 62 86 72
T 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 09 02 09 09 06 09 09 09
76 62 76 67 67 67 44 53 76 62 72 44 72 81 72 67 67 76 72 76 96 62 67 69|53 76 62
U 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 ID 02 09 09 06 09 09 09
81 8 8 9 9 9 58 76 9 8 95 53 8 8 95 9 9 81 95 76 92 8 81 65 67 9 76
V 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 ID 02 02 0202 02 02
92 92 92 87 92 92 92 92 9 96 92 92 96 96 92 92 92 92 87 96 92 9% 87 83|92 96 92
W 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 ID 09 06 09 09 09
72 76 72 72 72 72 58 67 8 67 76 53 76 72 8 9 72 72 76 62 81 96 72 65 67 81 86
X 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 ID 06 09 09 009
81 76 81 81 72 72 48 58 9 67 76 44 86 81 76 81 72 72 76 67 81 87 72 65| 58 9 67
Y 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 02 06 06 ID 06 06 06
65 65 65 69 65 6 65 65 65 65 6 65 69 74 65 69 65 69 69 69 65 8 65 65 65 65 6
N 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 ID 09 09
89 58 62 58 62 67 67 9 62 67 62 62 58 62 62 72 76 67 67 62 53 67 92 67 58 65 67 72
N 09 09 09 09 09 09 09 09 1 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 ID 09
% 9 8 9 8 81 81 58 67 76 8 53 95 9 8 9 81 8 8 76 9 9 81 9 65 67 76
Z 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 09 02 09 09 06 09 09 ID
67 72 67 67 67 67 62 62 76 62 72 53 72 72 81 8 67 76 72 62 76 92 8 67 6| 72 176
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3.5 DISCUSSAO

No presente estudo, foram encontrados 57 (47,5%) psitacideos positivos
para pelo menos um dos virus estudados, sendo 21 (17,5%) para Poliomavirus e 41
(34,17%) para Circovirus. Esses dados diferem com uma pesquisa realizada em
criadouros na Polbnia, utilizando psitacideos aparentemente saudaveis, que
detectaram entre 22,12% a 25,99% de aves positivas para BFDV e para 21,85% a
23,25% de animais positivos para APV (PIASECKI; WIELICZKO, 2010). Outro
estudo, realizado em Taiwan com aves aparentemente sadias, descreveu uma
ocorréncia de 152% de aves positivas para APV e 41,2% para BFDV.
Curiosamente, ao compararem a porcentagem de aves positivas entre um grupo de
animais aparentemente sadios e um grupo de aves apresentando sinais clinicos,
nao houve diferencga estatistica (HSU et al., 2006). Apesar de Julian et al. (2012)
encontrarem 42,5% de positividade para BFDV em aves com sinais clinicos, um
numero mais elevado do que os encontrados neste trabalho, o numero de aves
pesquisado foi reduzido, apenas 17 individuos, enquanto todos os autores citados
acima utilizaram pelo menos uma centena de aves. Além disso, incluiram apenas
aves com alteragdo em penas primarias, nao abrangendo sinais clinicos
inespecificos como regurgitacéo e anorexia. Embora os resultados encontrados néo
sejam compativeis com alguns encontrados na literatura (HSU et al., 2006;
PIASECKI; WIELICZKO, 2010), o numero de positivos € alarmante, principalmente
se considerarmos 0 baixo numero de relatos destas doencas no pais. A falta de
identificacdo da doenca pelo veterinario pode ter um efeito devastador para a
populacao de aves no pais, que abriga uma das mais diversas avifaunas do mundo.

Além de possuirem sinais clinicos similares (ZHUANG et al., 2012), a
ocorréncia de infecgdo concomitante de APV e BFDV nao é rara (RAMIS et al.,
1998; HSU et al.,, 2006; PIASECKI; WIELICZKO, 2010). Neste estudo foram
encontrados cinco individuos positivos para ambos os virus, o que equivale a
8,62% das aves estudadas. Este resultado é compativel com a literatura que revela
a deteccdo concomitante de APV e BFDV variando entre 5,99% (PIASECKI;
WIELICZKO, 2010) e 10,3% (HSU et al, 2006). A infeccdo com BFDV pode causar
imunossupressao e permitir a infeccado por APV. A infeccdo concomitante torna o

animal persistentemente infectado, eliminando os virus de forma intermitente, desta



71

forma, aves que possuem ambos o0s virus e sobrevivem a doenca se tornam
importantes disseminadores do agente (PHALEN, 1998).

Dentre as amostras coletadas, as fezes foram as mais bem aceitas pelos
proprietarios, seguidas da coleta de penas. Amostras de sangue sé foram
permitidas quando um hemograma ou exame bioquimico eram solicitados pelo
clinico veterinario. Em alguns casos, mais de uma amostra foi coletada por animal,
sendo este o melhor método para garantir um resultado fidedigno, uma vez que os
virus estudados sao eliminados de forma intermitente, e apenas uma amostra
poderia levar a um falso negativo. Devido a heterogeneidade da coleta de
amostras, nao foi possivel comparar a eficacia de cada uma delas, porém, sabe-se
que para APV e BFDV, as fezes sdo preconizadas para a obtencdo de bons
resultados, mas a coleta de fezes e penas aumenta a possibilidade de detecgao
destes agentes (HSU et al., 2006).

Harkins et al. (2014) descreveram o comércio mundial de aves silvestres
como a principal forma de disseminagdao do BFDV. No mesmo estudo, um mapa
com a possivel movimentacao do virus foi descrito, no entanto, este nao incluiu os
paises da América do Sul. O presente estudo demonstrou uma elevada ocorréncia
de BFDV e APV nas aves analisadas, estes resultados sao relevantes uma vez que
existe escassez de informagdes sobre estes agentes etiolégicos no pais.
Considerando que 39 das 57 aves positivas pertenciam a espécies exdticas e a
falta de legislagdo que estabelega o controle destes agentes virais no Brasil, torna-
se evidente a necessidade de se estabelecer uma legislagdo para estes e outros
agentes infecciosos que acometem os psitacideos, a fim de proteger a fauna
silvestre nativa. Além do comércio de aves, a fuga de aves exdticas e silvestres de
cativeiro sao fatores importantes na disseminagéao de patégenos, que pde em risco
toda a fauna silvestre (KARESH et al., 1997; JULIAN et al., 2013). O
reconhecimento do impacto de agentes patdégenos exdticos nas espécies nativas é
esta conhecida. BFDV é considerado a maior ameaca para psitacideos de vida livre
(ALLEY, 2002), e a prevencao da disseminagdo deste virus é crucial para a
protecao da fauna Brasileira.

A maior susceptibilidade de aves do velho mundo ao BFDV e ao APV em
relacdo a aves do novo mundo ja foi descrita (RITCHIE, 1995; BERT et al., 2005;
HSU et al., 2006). Apesar de menos comum, ha relatos da doenga em espécies do
novo mundo como Amazona sp e Ara sp. (PHALEN, 1998; BERT et al., 2005; HSU
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et al., 2006; SZWEDA et al., 2011). Neste estudo, a porcentagem de aves positivas
do novo e velho mundo equivalem, respectivamente, a 31,57% e 68,42%, para pelo
menos um dos virus estudados, respectivamente. Corroborando com a literatura,
que descreve espécies do novo mundo como resistentes a ambos os virus
(PIASECKI; WIELECZKO, 2010). Os mesmos autores relataram que entre as
espécies do novo mundo, Amazona sp. seriam 0s mais resistentes. Encontramos
um maior numero de aves desta familia positivo para os virus, entretanto, devido ao
elevado numero de Amazona sp. analisados e poucos individuos das outras
espécies do novo mundo testados, esta hipotese ndo pode ser confirmada.
Contudo, se as amostras positivas forem separadas por agente viral estudado,
teremos para APV 8,17% (4/49) de aves do novo mundo e 22,53% (16/71) para
aves do velho mundo. Enquanto para BFDV, 32,65% (16/49) para aves do novo
mundo e 35,21% (25/71) para aves do velho mundo. Como esperado, o APV foi
mais comumente encontrado em aves do velho mundo, porém, a distribuicdo do
BFDV foi equivalente entre os dois grupos. Dentre as 25 aves do novo mundo
positivas para BFDV, 12 eram Amazona aestiva, espécie popular no Brasil e no
mundo. Sabe-se que os cuidados destinados a papagaios em cativeiro no pais
ainda é incipiente, sendo a nutrigdo baseada em sementes de girassol e pado com
café. A ma-nutricao é um fator agravante, que predispbe a ave a infecgao
(RITCHIE, 1995), devendo ser levada em consideragao na alta casuista da infecgao
por BFDV.

Considerando a origem das aves silvestres, quatro eram provenientes de
criadouros, enquanto 12 vieram do trafico de animais silvestres. Sabe-se que
durante a captura e até o destino final, nove em cada dez aves capturadas veem a
obito. Desta forma, os animais que sobrevivem a captura provavelmente, devido ao
estresse pode ocorrer diminuigdo da resposta imunoldgica, sendo mais susceptiveis
a doencgas. Nao se sabe a origem destes animais, nem aos agentes etiolégicos a
que foram expostos. Entretanto, a possibilidade de contaminagdao das aves neste
trajeto ndo pode ser descartada, principalmente pela falta de estudos destes
agentes virais em aves de vida livre na América do Sul.

A deteccdo de BFDV em um Sabia-cica (Triclaria malachitacea), espécie
nativa do Brasil, é inédita. Os sinais clinicos apresentados -incoordenacdo motora e
tremores musculares- ndo sao compativeis com o virus. Latimer et al. (1996)

descreveram sinais neurolégicos progressivos em uma cacatua com APV e BFDV.
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Como esta veio a 6bito, foram realizados exames histopatolégicos observando-se a
presenca de corpusculo de APV em astrdcitos e neurdnios, sendo atribuido a este
os sinais clinicos presente na ave. Como o Sabia-cica ndo veio a obito, outros
estudos nao puderam ser realizados, porém a detecgao do virus no sangue da ave
indica a viremia, que pode preceder aos sinais clinicos, principalmente pelo fato de
as fezes serem negativas para o virus. Desta forma, ha a possibilidade de outro
agente estar associado aos sinais clinicos, independentemente da infecgdo por
BFDV. A imunossupressido causada pelo BFDV pode ter sido um fator
predisponente a entrada de outros agentes que poderiam estar causando os sinais
neuroldgicos. Outra possibilidade € de uma infecgdo concomitante com o APV, ja
que sua eliminagao € intermitente, podendo resultar em falso negativo.

Dentre os animais positivos para Circovirus, os sinais clinicos mais comuns
encontrados foram apteria e apatia/anorexia. Apesar de serem sinais clinicos
amplamente descritos na literatura, o elevado numero de animais que
apresentaram apenas apatia e/ou anorexia foi de oito aves (19,51%), numero
expressivo, que poderia passar despercebido na rotina clinica, sendo assim sub-
diagnosticado. O numero de animais apresentando sinais neuroldgicos foi
inesperado, considerando que ndo € um sinal descrito na literatura para este agente
viral. Das onze aves com sinais neuroldgicos, seis foram positivos para Bornavirus
e um para Poliomavirus, podendo ser considerado o0s provaveis agentes
causadores desta sintomatologia. Entretanto, quatro aves foram positivas apenas
para Circovirus. Pode-se considerar a possibilidade de outro agente néo
identificado ter sido o causador destes sinais clinicos, porém, a possibilidade do
Circovirus levar a alteragbes neuroldgicas ndao deve ser desconsiderada. O
Circovirus é associado a diferentes sintomatologias em diversas espécies, além de
diferentes manifestagdes entre a forma aguda e a crénica. Cogita-se a possibilidade
de existir manifestacéo neuroldgica pelo Circovirus na forma aguda em A. aestiva.
Outros estudos devem ser realizados para se conhecer a epidemiologia do agente
associado a problemas neuroldgicos associados ao Circovirus.

Em relagcdo ao Poliomavirus, os sinais mais comuns foram apatia/anorexia
em 95,23%, (n=20) sendo 66,67% (n=14) apresentando apenas estes sinais
clinicos. O elevado numero de aves apresentando sinais inespecificos é relevante,
sendo a possivel causa dos escassos relatos na literatura encontrados no pais. A

hemorragia subcutanea, alteracdo sugestiva da doenga, ndo foi observada. A



74

manifestacao inespecifica deste agente dificulta sua detecgao, permitindo que aves
positivas disseminem a doencga. Um sinal clinico unico encontrado neste trabalho foi
a presenga de anemia em um A. aestiva positivo para APV em fezes e sangue.
Além da anemia a ave apresentava vomito e prostracdo. Apesar de ser o primeiro
relato deste sinal clinico, sabe-se que o APV causa hemorragia subcuténea e
generalizada, entretanto, como os animais morrem, exames como hematécrito ndo
sdo realizados. A anemia nao regenerativa ja foi relatada em um papagaio do
congo com BFDV, mas ndo se sabe se este foi o agente etioldégico causador da
anemia ou se havia um outro patégeno que poderia estar causando este sinal
clinico (RITCHIE, 1995). O APV é raro nesta espécie, que sido consideradas
resistentes a doenca, possivel razdo pela qual a ave sobreviveu a doenca e
apresentou os sinais clinicos descritos. A anemia severa deve ser considerada
como sinal clinico de APV em Amazona sp..

Entre as aves com infecgao concomitante entre APV e Circovirus, os sinais
observados foram: automutilacdo, apteria, anorexia e sinais neurolégicos. Desta
forma, 60% (n=3/5) demonstraram alteracdo em empenamento (apteria e/ou
automutilagdo), sinais classicos da doenga, enquanto 20% (n=1/5) apresentaram
sinais neurolégicos e 20% (n=1/5) apatia e anorexia. Foi observado que os animais
com infeccdo concomitante tiveram uma apresentacao clinica mais caracteristica
das doengas, facilitando o diagndstico. O unico animal positivo para APV que
apresentou sinais neurolégicos foi positivo também para Circovirus. Esse achado
corrobora com Latimer et al. (1996), que descreveram a encefalopatia viral de APV
como sendo rara. Esta geralmente é encontrada quando ha infec¢gao associada a
Circovirus, que provoca imunossupressao facilitando a disseminagao do APV para
0 cérebro.

A arvore filogenética apresentada para o APV nao indicou relagdo entre
espécies e locais de origem das amostras, entretanto, a pequena quantidade de
amostras disponiveis no GenBank pode dificultar a observagao da relagao entre as
amostras (ZHUANG et al., 2012). A similaridade entre as amostras variou entre 96
a 98%, sendo 100% igual entre as amostras coletadas neste trabalho, demostrando
que todas as amostras pertencem ao mesmo genaétipo.

Ao comparar as amostras obtidas no GenBank com as sequéncias deste
trabalho, ndo foram observadas agrupamentos em relagéo a origem das amostras,

porém algumas espécies foram agrupadas juntas sugerindo uma possivel relagao
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entre espécies e corroborando com Kloet e Kloet (2004), que observaram
especificidade do virus com algumas familias ou subfamilias. A porcentagem de
similaridades das sequéncias variou de 95 a 100%, sendo a similaridade entre as
sequéncias NP 89 e NP 96 foi de 96%. Quando comparada com as mesmas
espécies, a amostra NP 96 (M. unduatus) variou entre 99 e 100%, enquanto a

amostra NP 89 (E. roratus) mostrou similaridade de 96%.

3.6 CONCLUSAO

A detecgcao de APV e BFDV determina a ocorréncia de ambos os virus em
psitacideos de cativeiro no Brasil, tanto em espécies exdticas como em espécies
nativas.

O BFDV foi descrito pela primeira vez em Triclaria malachitacea, uma
espécie nativa do Brasil.

Os sinais clinicos mais comuns observados nas aves positivas para APV
foram anorexia e/ou apatia, demonstrando a inespecificidade das manifestacdes
clinicas nesta doencga, sendo uma provavel causa deste virus nido ser estudado no
Brasil. Assim como, a dificuldade no diagndstico desta a doenga quando outro
agente ndo estd associado. A presenca de anemia em uma ave da espécie

Amazona aestiva indica um possivel sinal clinico de APV a ser considerado.
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4 POLIOMAVIRUS ASSOCIADO A ANEMIA SEVERA EM PAPAGAIO
VERDADEIRO (Amazona aestiva): RELATO DE CASO

4.1 INTRODUCAO

O Poliomavirus Aviario (APV) é um virus icosaédrico, ndo envelopado, com
diametro de 42-49 mm, possuindo uma fita dupla circular de DNA, pertencente a
familia Papovaviridae (BOZEMAN et al., 1981). S&o resistentes a diversos fatores
ambientais, a solventes, detergentes lipidicos, baixo pH e a altas temperaturas. A
replicacdo ocorre dentro do nucleo das células e seu material genético pode ser
considerado oncogénico (MURPHY et al., 1999). A primeira infecgao descrita deste
virus ocorreu em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) jovens, sendo
depois associada com elevada mortalidade e morbidade em outros psitacideos. A
doenca ja foi descrita também no Jap&o, Alemanha, Canada, Italia, Africa do Sul ,
Estados Unidos e Australia (LATIMER et al., 1993).

Em papagaios da Amazénia (Amazona sp.) a doenga é incomum,
entretanto, ja foram descritos casos em animais jovens e adultos, comumente
associada a imunossupressdo. Os sinais clinicos sdo emese, sinais neuroldgicos,
anorexia, apatia e morte subita (SZWEDA et al., 2011). A doenga subclinica é a
mais comum nestas espécies, devido a resisténcia a doenca. Na Polandia, 18% dos
Amazona sp. testado foram positivos para APV, todos assintomaticos (PIASECKI;
WIELICZKO, 2010).

No Brasil, devido a falta de estudos sobre o virus, pouco se sabe sobre a
ocorréncia da doenca em aves doentes e higidas. Este é o primeiro relato de caso
de um A. aestiva com a doenca no pais, além da descricdo de um sinal clinico nao

comumente associado a infecgao por APV.
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4.2 REVISAO DE LITERATURA

4.2.1 POLIOMAVIRUS EM Amazona sp.

O APV ¢é causador de perda econbmica anual substancial para criacao de
aves silvestres e casa de venda de animais (PHALEN, 1998). O virus afeta todas as
espécies de psitacideos, sendo distribuido mundialmente mundialmente (ENDERS
et al., 1997; PHALEN et al., 2000; BERT et al., 2005; RAHAUS; WOLFF, 2005; DEB
et al., 2010; ZHUANG et al., 2012; ALLEY et al., 2013; BENNETT; GILLETT, 2014),
entretanto os sinais clinicos podem variar de acordo com o agente, apresentando a
forma crénico na Europa e aguda na América (GERLACH, 1994; RITCHIE, 1995).

Os periquitos australianos sdo comumente afetados. Os sinais encontrados
variam de acordo com a idade do animal, por exemplo, em neonatos, ocorre o
desenvolvimento normal até dez a quinze dias seguido de morte subita. Alguns
individuos apresentam sinais clinicos como distensdo abdominal, hemorragia
subcuténea e sinais neurologicos (ataxia e tremores). As aves que sobrevivem a
primeira quinzena podem apresentar penas distréficas e areas aptéricas. Ocorre
também diminuicdo da natalidade durante o periodo reprodutivo, com aumento de
morte embrionaria (PHALEN, 1998, 2005; LAFFERTY et al., 2012).

Outros psitacideos também sao susceptiveis, ocorrendo a morte subita dos
filnotes ou 6bito pouco apds ocorrerem o0s sinais clinicos nao especificos, como
depressao, perda de peso, estase de papo, anorexia, diarreia e dispneia. Eclectus
sp. sdo mais susceptiveis, ocorrendo estase de papo e diminui¢gdo do esvaziamento
gastrointestinal, podendo ser confundido com a infecgdo por Bornavirus, sendo a
hematuria um indicativo de APV. A doenca crénica aparece com uma perda de
peso progressiva, anorexia intermitente, poliuria, penas mal formadas e depresséo.
A doenga em aves adultas é rara, e geralmente estda associada a infecgao
concomitante com a Doencga do Bico e das Penas de Psitacideos (Circovirus), que
leva a uma imunossupressao (LATIMER et al., 1993, 1996; PHALEN, 1998; 2005)

A doencga é rara em Amazona sp. adultos, estando geralmente associada
ao Circovirus (PHALEN, 2005). Amazona sp. infectados podem vir a 6bito sem

demonstrar sinais clinicos ou apresentarem depressao, anorexia, perda de peso,
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demora no esvaziamento do papo, diarreia, regurgitacdo, ataxia e paresia
(SZWEDA et al., 2011). A necrose hepatica também foi relatada nestas aves
(GARCIA et al, 1994).

A doencga subclinica € mais comum em papagaios da Amazénia. Phalen et
al. (2000) encontraram papagaios da Amazénia positivos em um aviario onde
ocorreu um surto, entretanto, diferente das demais espécies, estes nao
apresentaram sinais clinicos aparentes. Alguns autores ja relataram a doenca
nestas espécies (KENNETH et al., 1993; JULIAN et al., 2013; ROY et al., 2004),
porém poucos detalhes foram apresentados sobre os sinais clinicos e a infecgao.
Na Polbnia a prevaléncia de APV em Amazona sp. assintomaticos foi de 18%,
enquanto em Taiwan foi de 12,5% (HSU et al., 2006; PIASECKI; WIELICZKO,
2010). Entretanto, na Italia nenhum dos 238 papagaios da Amazénia testados
foram positivos (BERT et al., 2005).

4.3 CASO CLINICO

Um papagaio verdadeiro (Amazona aestiva) de 2 anos e 4 meses de idade foi
atendido no Ambulatério de Aves da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo (FMVZ -USP), apresentando anorexia apatia ha trés
dias e vdmitos ha um dia. A ave foi alojado em uma gaiola e alimentado com ragao
comercial peletizada, sementes de girassol, frutas, legumes e agua “ad libitum”. Ao
exame clinico, foi observado boa conformacdao de musculatura peitoral, sinais
sugestivos de desidratacdo leve e mucosas palidas. Melena e poliuria também
foram observados. Prescreveu-se enrofloxacina (IM 15 mg / Kg Baytril 5 % , Bayer
®), ferro (20 mg / Kg Ferrodex , Tortuga ®), vitamina B (3 mg / Kg Vitamina B1 ,
Labovet ®) e fluido (solugao cristaldide - 20 ml / Kg Equiplex ®).

No dia 3 de tratamento, a ave retornou a clinica, ndo apresentando melhora
do quadro clinico. Na inspecao macroscopica das fezes, observou-se sementes nao
digeridas, enquanto no exame microscopico havia presenga de gordura nas fezes,
no entanto, ndo havia presenca de sangue. Como o animal estava desidratado e
com mucosas hipocoradas, nenhum exame de sangue foi realizado. Ao exame

radiografico foram observados aumento da silhueta renal e papo ligeiramente
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dilatado (Figura 17). No mesmo dia , as amostras de fezes foram coletadas para
reacao em cadeia da polimerase (PCR) para detec¢ao de Bornavirus, Circovirus e
Poliomavirus. Foi administrado pancreatina por via oral (2 g / Kg, composto de
droga) e nistatina (300,000 Ul / Kg , Micostatin , Bristol ®).

Figura 17 - Radiografia simples latero-lateral do Amazona aestiva

Fonte: AZEVEDO, N. P. (2013).

Legenda: Observar aumento do papo (repleto de conteudo radiopacidade agua) e aumento da
silhueta renal.

No dia 7, o animal retornou sem melhora clinica, 0 mesmo apresentava
desidratado, dispneico, com mucosas hipocoradas, emese, retardo no esvaziamento
do papo e sementes ndo digeridas nas fezes. Durante os dias 8 e 9, a ave nao
permaneceu fundo da gaiola, sem conseguir se empoleirar. As fezes ainda
apresentavam gordura. Foi realizado hematécrito, cujo resultado foi de 33%. Desta
forma, foi aplicado a metoclopramida IM ( 0,5 mg / Kg , Noprosil , Isofarma ® ) e
fluido hipertonico ( solugao cristaldide - 20 ml / Kg , Equiplex ® - e solugao coloidal -
10 ml / Kg , Voluven ®).

No dia 10 o animal continuou apresentando emese, sendo encaminhado a
clinica. A ave recebeu enrofloxacina , nistatina e papa para psitacideos através de
sonda de ingluvio, durante 3 dias. No retorno (dia 14) o animal demostrou-se
ligeiramente mais ativo, sendo entdo coletado sangue para um hemograma

completo, sendo uma gota de sangue enviada para testes viral (Bornavirus,
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Circovirus e Poliomavirus). No dia seguinte (dia 15) a ave ainda apresentava emese
e sementes ndo digeridas nas fezes. O tratamento preconizado foi: fluidoterapia com
solugdo coloidal, sucralfato SID (25 mg/kg, Sucrafilm, Sigma Pharma ®),
imunoestimulante e multivitaminaco oral.

Uma anemia normocitica normocrémica nao regenerativa, com hematdcrito
de 14% com anisocitose discreta, policromasia e leucopenia grave, sem alteragoes
nas ceélulas brancas do sangue foi observada no hemograma. Esta anemia indica
diminuicao da eritropoiese . Os resultados da PCR apresentaram como positivo para
Poliomavirus no sangue e fezes, e negativo para Circovirus e Bornavirus,
confirmando uma infecgao de Poliomavirus ativa.

A ave voltou a se alimentar no dia 20, apresentando-se mais ativo e sem
episddios de emese. A enrofloxacina e nistatina foram suspensas, entretanto
metoclopramida, sucralfato, imunoestimulante e vitaminas foram mantidos . No dia
27, o animal regressou a clinica com apetite melhor e mais ativo. O tratamento de
nistatina, vitamina e imunoestimulante foram mantidos por mais 10 dias.

Um més apds a apresentacdo inicial dos sinais clinicos, a ave voltou a
vocalizar e apresentar apetite normal. Um novo hematdcrito foi realizado, resultando
em 51%, demostrando a normalizagdo de doencas hematolégicas. Todos os

medicamentos foram suspensos e o animal recebeu alta.

4.4 DISCUSSAO

Ha poucos relatos da doengca em Amazona sp. e ndo ha descricao de APV
nesta espécie no Brasil. A deteccdo de Poliomavirus pelo veterinario é geralmente
negligenciada devido a auséncia de sinais clinicos especificos para a doenga. Por
outro lado, ha uma caréncia no diagnéstico laboratorial diferencial da enfermidade
em relacdo as demais infecgcbes causadaspor virus em psitacideos. Assim, a
prevaléncia desta doenca no Brasil € desconhecida.

Os sinais clinicos relacionados ao APV sao variaveis, dependendo da
espécie e da idade. O 6bito subito sem quaisquer sinais clinico de doenca é relatada
em filhotes de varias espécies (RAHAUS; WOLFF, 2005), entretanto, pena

distrofica, descoloracdo da pele e distensdao abdominal sdo as apresentacdes
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clinicas mais comuns (PHALEN, 1998; RAMIS et al., 1998). Outros sinais clinicos
incluem apatia, poliuria, diarréia, dispnéia, emagrecimento, hemorragia e
regurgitacdo (PHALEN et al., 1998; PHALEN et al., 2000; SZWEDA et al., 2011;
LAFFERTY et al., 2012).

Em papagaios da Amazénia, a maioria das infecgbes sao assintomaticas, e
0s poucos relatos da doencga sao geralmente concomitante com Circovirus. Alguns
sinais clinicos descritos sao morte subita, depressao, anorexia, perda de peso,
atraso no esvaziamento do papo, regurgitacao, diarréia, desidratacdo, hemorragias
subcutaneas, ataxia e paralisia (RAHAUS; WOLFF, 2005). As infecgdes crénicas de
psitacideos com APV indicam a existéncia de uma subpopulacido positiva para o
virus dentro da populacdo de psitacideos em cativeiro. Estas infecgdes subclinicas
podem servir como um reservatorio (RAHAUS; WOLFF, 2005).

Todos os sinais clinicos apresentados neste trabalho sao compativeis com a
APV, no entanto, a anemia grave durante a fase de viremia é um sinal clinico
considerado atipico e ndo ha relatos na literatura. O hematdcrito encontrado foi de
14%, com anisocitose e policromasia, levando a uma anemia normocrdémica,
indicando uma diminuicdo da eritropoiese. A anemia pode ser causada por uma
lesdo renal aguda ou crbnica, devido a menor producdo de eritropoietina, um
horménio que regula a producao de células do sangue (THRALL et al., 2004).

Neste relato, o animal apresentava poliuria, sinal claro de doenca renal,
podendo ter sido causada por APV, comumente encontrado no parénquima renal.
Infecgbes virais podem provocar anemia através de um processo hemolitico devido
a resposta imunologica do organismo da ave, portanto, pode-se considerar a
possibilidade de anemia devido a nefropatia, causada ou agravada pela infeccéo
viral. Em psitacideos com aumento renal, glomerulopatia com reagdo de PAS (acido
periddico de Schiff) positiva pode sugerir infec¢cao por APV (GERLACH et al., 1998).
A progressdo da doenga no presente caso foi de um més, corroborando com a
literatura (PHALEN et al., 2000; SZWEDA et al., 2011). Com a melhoria dos sinais
clinicos e com terapia suporte, houve uma evolugdo da anemia para hematécrito
normal em um més apds o inicio do tratamento.

Phalen et al. (2000) relataram a trombocitopenia aparente em esfregacos de
sangue aves de um criatério com surto de APV. Os mesmos indicaram a
possiblidade desta ser a causa da hemorragia causada pela doencga. A causa da

trombocitopenia n&o foi detectada, porém, os mesmos autores sugeriram a
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possibilidade de uma trombdlise viral ou de uma indugdo de uma coagulagéo
intravascular disseminada (CID). Neste relato entretanto, ndo houve alteracdo em
trombdcitos, porém o hemograma so6 foi realizado 14 dias apdés o inicio da
apresentacao viral, havendo possibilidade de uma normalizagado do quadro, ja que a
ave apresentava inicio de melhora clinica.

Embora a anemia ndo seja um achado comum, deve-se levar em
consideragcdo que a maioria das aves morrem sem apresentar sinais clinicos,
portanto, ndo ¢é possivel realizar testes adicionais, como o hemograma.
Considerando os sinais comumente encontrados, como hematuria e petéquias
subcutanea (PHALEN et al., 2000), a possibilidade de que a anemia também ocorra
em outras aves devem ser consideradas. E sabido que em passeriformes pode
ocorrer uma hemorragia generalizada (LAFFERTY et al., 2012), que poderia levar a
anemia.

Além da anemia, outra alteragdo hematolégica foi observada, a leucopenia
grave, sem alteragdes nas outras células brancas, comuns em infecgdes virais
agudas. O hemograma nao demostrou sinais evidentes de uma infecgao bacteriana
associada ao APV.

Infecgbes agudas de APV em Amazona sp. adultos tém sido descritas, sendo
frequentemente causadas por imunossupressdo, geralmente associada com a
infeccdo concomitante com Circovirus (SZWEDA et al.,, 2011). Entretanto, a ave
deste estudo foi negativa para Circovirus e Bornavirus, através de testes
moleculares. E possivel que tenha ocorrido imunossupressdo devido a fatores
ambientais como o0 estresse associado a mudancas de clima, a alimentacédo e
periodo reprodutivo. Apesar de nado ser uma ave filhote, a idade de maturidade
destas espécies € de aproximadamente 5 anos, logo a ave deste relato, com 2 anos
e 4 meses deve ser considerada jovem, e desta forma, sendo ainda susceptivel ao
virus.

A transmissédo do agente pode ocorrer de diversas formas, inclusive através
do contato com ectoparasitas contaminados (POTTI et al., 2007). A dificuldade de
diagndstico ocorre devido aos sinais inespecificos e de transmissdo por animais
assintomaticos. O virus é eliminado através das fezes, descamacgao da pele e
féomites (RITCHIE, 1995). Sugere-se que a viremia preceda excregao viral cloacal,
apesar de a viremia persistir apés o inicio da eliminagao do virus nas fezes. Em uma

infecgcao classica, o periodo entre o inicio da viremia e o inicio da disseminacao do
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virus pela cloaca é de apenas alguns dias (PHALEN et al., 2000). As aves
importadas desempenham papel importante na disseminacdao deste e outros
agentes (PIASECKI & WIELICZKO, 2010) agravada pela auséncia de legislagdo que

controle esses agentes no Brasil.

4.5 CONCLUSAO

Este artigo descreve um caso de A. aestiva de dois anos e quatro meses de
idade, diagnosticado com APV através do PCR de fezes e sangue, apresentando
emese, sementes ndo digeridas nas fezes e anemia. Considerando os resultados do
diagndstico molecular por PCR e os sinais clinicos manifestados, ha fortes
evidéncias de que o sinais clinicos foram relacionados a infeccdo por APV. A
anemia deve ser considerada como um sinal clinico adicional importante nos casos
de infecgao por APV em Amazona sp.. Esta foi a primeira descricdo de infecgao por

APV associada a anemia em A. aestiva no pais
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O objetivo principal deste trabalho foi a detec¢gao dos agentes virais (BFDV,
APV e ABV) em psitacideos de cativeiro do Brasil. O resultado encontrado conclui a
presenca de todos os agentes em psitacideos de cativeiro nativos e exdticos no
Brasil. Para ABV, foi observado sinais clinicos inespecificos e neuroldégicos como os
mais comuns, enquanto para APV e BFDV, sinais inespecificos foram mais
representativos.
A infeccao concomitante com ABV e BFDV, ABV, BFDV e APV e APV e
BFDV foram observadas.
O BFDV foi descrito pela primeira vez em Triclaria malachitacea, uma
espécie nativa do Brasil.
Um novo sinal clinico, a anemia, foi encontrado em casos de infeccao por
APV em papagaios da Amazbnia, sendo indicado sua inclusdo no diagndstico

diferencial da doenca.





