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RESUMO

Um estudo de ocorréncia da doenca do bico e das penas (PBFD) foi desenvolvido em psitacideos
mantidos em centro de triagem de animais silvestres (CETAS-IBAMA) pela deteccdo do genoma do virus
da PBFD (BFDV) por PCR em figados (n=140), sangue (n=46) ou swab cloacal (n=144), sendo parte das
aves estudada em mais de uma amostra. Foram avaliadas 190 aves, sendo 12 positivas para 0 genoma de
BFDV. A prevaléncia de BFDV foi de 6,2% em Amazona aestiva e 33,3% em Ara ararauna. Nao foi
detectado o DNA de BFDV no figado de Aratinga leucophtalma, Pionus maximiliani, Guarouba
guarouba, Amazona amazonica, Amazona vinacea, Amazona rhodochoryta e Anodorhynchus
hyacinthinus. Na grande maioria dos casos de alopecia ndo foi detectado BFDV. A histopatologia dos
figados foi inconclusiva. Houve similaridade de 98% entre as sequéncias das estirpes locais com
sequéncias de isolados descritos na Africa do Sul, Austria e Japdo, podendo ser estirpes de ocorréncia
mundial, potencialmente chegadas ao Brasil com o comércio legal e ilegal de psitacideos. As sequéncias
das estirpes de BFDV brasileiras BH 215 e BH 732 foram depositadas no GenBank (JQ649409 e
JQ649410). N&o foi possivel relacionar a infeccdo pelo BFDV com a origem geografica das aves. Os
indices de ocorréncia, embora semelhantes aos encontrados por outros autores, apresentam tendéncia para
mais elevados, condigdo, possivelmente, em parte relacionada ao estresse e concentracdo de aves em
confinamento.

Palavras chave: psitacideos, doenca do bico e das penas, virus.

ABSTRACT

A study of psittacine beak and feather disease (PBFD) occurrence was conducted in parrots captive at a
rescue and triage center for wild animals (CETAS-IBAMA), using genomic detection of PBFD virus
(BFDV) DNA by PCR in blood (n=46), cloacal swab (n=144) or liver (n=140), being part of birds
evaluated by more than one sample. Out of 190 birds studied, results indicated 12 positive for BFDV
DNA, with a prevalence of 6.2% in Amazona aestiva (n=160) and 33.3% in Ara ararauna (n=3). No
BFDV DNA was detected in livers of Aratinga leucophtalma, Pionus maximiliani, Guarouba guarouba,
Amazona Amazonica, Amazona vinacea, Amazona rhodochoryta and Anodorhynchus hyacinthinus. In
most cases alopecia was not associated to BFDV in liver. The histopathology of the livers was
inconclusive. There were 98% similarity between sequences of strains isolated sites with sequences
described in South Africa, Austria and Japan, may be strains of worldwide occurrence, potentially coming
to Brazil with the legal and illegal trade of parrots. The sequences of Brazilian strains of BFDV BH 215
and BH 732 were deposited in GenBank. It was not possible to relate the BFDV infection with the
geographical origin of birds. The rates of detection, although similar to other studies, indicate for a
tendency of elevation, possibly associated to the stress and bird concentration in captivity.

Keywords: psittacine, beak and feather disease, virus.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a doenca do bico e das penas
em psitacideos (psittacine beak and feather
disease - PBFD) tem disseminagéo
mundial. Foi relatada primeiramente no
continente australiano onde também é a
doenca viral mais comum em psitacideos
selvagens (Bassami et al, 2001) e
disseminou-se em psitacideos de companhia
na Asia, Europa, Africa, América do Norte
e América do Sul, como resultado do
comércio mundial de aves (Borthwick,
2005).

A infeccdo pelo virus da PBFD (BFDV) é
enzoGtica nas populagbes selvagens de
cacatuas australianas (Borthwick, 2005).
Embora a origem geografica da doenca
esteja  por se determinar, pode ser
potencialmente originaria do continente
africano, nos géneros Poicephalus e
Agapornis (Heath et al., 2004; Khalesi et
al., 2005). Inclusdes virais semelhantes a
PBFD foram demonstradas em pombos da
rocha (Columba livia) em 1986, antes da
primeira descricdo do virus, podendo
sugerir outra origem da infeccdo, assim
como psitacideos em ilhas do Pacifico Sul
(Woods et al. 1994; Kaleta, 2007).

A doenca foi também documentada em aves
nativas da Europa e América. O comércio
mundial de aves nativas australianas esta
proibido desde os anos 50, sendo as
populagfes mundiais derivadas desta época
(McOrist et al., 1984; Picarra, 2009) e foi
ha pouco tempo relatada no Brasil, em
Cacatua alba com lesdes compativeis no
estado de Sdo Paulo. H& aparente alta
disseminagdo de BFDV em psitacideos
exoticos em outros paises, e talvez no
Brasil, tendo em vista os relatos prévios e
ndo publicados (Werther et al., 1998).

Na Australia foi estabelecido um programa
governamental para conter a dispersédo e
prejuizo ambiental relacionado com o

BFDV, com as espécies Agapornis de
Peito-Preto (Agapornis nigrigenis),
Papagaio do Cabo (Poicephalus robustus) e
Periquito-andorinha (Lathamus discolor)
que correm risco de extincdo pela PBFD
(Borthwick, 2005).

Foram descritas infecgdes por BFDV em
cacatuas, papagaios ecletus (Ecletus
roratus), periquitos australianos
(Melopsittacus undulatus) e lorideos na
Australésia e ilhas do oceano pacifico,
sendo 0s  papagaios  cinza-africano
(Psittacus erithacus) e 0s agapornis
(Agapornis spp.) as espécies africanas mais
afetadas (Bassami et al., 2001)..

No Brasil a doenca adquire crescente
importdncia para a conservagdo das
espécies, reabilitagdo de aves e
especialmente  devido aos  grandes
contingentes apreendidos do trafico (aves
gue sdo mantidas por um periodo de tempo
em triagem). Alguns criatérios comerciais
comumente mantém em proximidade, as
aves em reabilitacdo nativas e as aves
comerciais exoticas, potencialmente
portadoras. O risco de BFDV tem sido
considerado como agravante em aves
estressadas, com outras infeccbes e
parasitas e com transtornos nutricionais.

O presente estudo teve por objetivo
determinar a ocorréncia de PBFD em
psitacideos silvestres em reabilitagdo nos
Centro de Triagem (CETAS/ IBAMA) e da
rotina do Laboratdrio de Doencas das Aves
da UFMG no estado de Minas Gerais,
utilizando uma técnica de PCR especifica
para a deteccdo do DNA de BFDV viral em
aves naturalmente infectadas.

1.1. Psittaciformes

As aves psitaciformes sdo distinguidas das
outras ordens de aves devido as suas
caracteristicas fisicas e filogenéticas e,
atualmente, incluem 332 espécies e 78
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géneros, tendo como representantes
principais as araras, papagaios, cacatuas e
maritacas. O Brasil € o pais mais rico do
mundo em espécies na familia Psittacidae
(84 espécies), possuindo desde o menor
exemplar (tuim com 12 cm) até o maior
representante (a arara-azul, com 1 m de
comprimento) sendo que 16 (Amazona
brasiliensis -  Papagaio-da-cara-roxa;
Amazona pretrei - Papagaio-chardo;
Amazona rhodocorytha — Chaua; Amazona
vinacea - Papagaio-de-peito-roxo;
Anodorhynchus glaucus - Arara-azul-
pequena; Anodorhynchus hyacinthinus -
Arara-azul-grande; Anodorhynchus leari -
Arara-azul-de-lear; Cyanopsitta spixii -
Ararinha-azul; Guaruba guarouba —
Ararajuba; Pyrrhura anaca - Cara-suja;
Pyrrhura cruentata - Fura-mato; Pyrrhura

lepida  coerulescens -  Tiriba-pérola;
Pyrrhura lepida lepida - Tiriba-pérola;
Pyrrhura leucotis -  Tiriba-de-orelha-

branca; Pyrrhura pfrimeri - Tiriba-de-
orelha-branca; Touit melanonota - Apuim-
de-cauda-vermelha) espécies de psitacideos
estdo vulneraveis ou ameagadas de extin¢éo
(Brasil, 2003). Duas espécies estdo em
condicdo pior: a Arara-azul-pequena
desaparecida da natureza nos ultimos 50
anos e considerada extinta, e a Ararinha-
azul, extinta na natureza. Em Minas Gerais,
5 espécies de ocorréncia natural estdo
ameagadas de  extingdo:  Amazona
rhodocorytha — Chaua; Amazona vinacea -
Papagaio-de-peito-roxo;  Anodorhynchus
hyacinthinus - Arara-azul-grande; Pyrrhura
cruentata - Fura-mato e Pyrrhura leucotis -
Tiriba-de-orelha-branca (Brasil, 2003).

Dentre as espécies brasileiras destaca-se 0
género Amazona, que segundo Sick (1997)
¢ composto por 28 espécies, muitas delas
em processo de extingdo. As principais
caracteristicas que as  distinguem
psitacideos das outras familias de aves sdo
o fato de serem aves zigodactilas (possuem
nos membros pélvicos dois dedos
orientados cranealmente e dois dedos
orientados caudalmente), terem o bico

adunco e de grandes dimensdes e possuirem
uma regido denominada cera, onde se
abrem as narinas (Forshaw e Knight, 2006).

Algumas espécies consideradas silvestres
vém sendo criadas como domésticas
aumentando a demanda de “novos pets” nas
clinicas, destacando-se 0 papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva) (Goulart,
2006). O papagaio-verdadeiro é a espécie
mais popular deste género por ser uma ave
sociavel, relativamente inteligente e capaz
de imitar palavras humanas (Sick, 1997;
Picarra, 2009). Atualmente esta classificado
no anexo Il do CITES (Convencao
Internacional para o Tratado contra o
Tréafico de Animais Silvestres), ndo sendo,
portanto, espécie considerada criticamente
ameacada.

O papagaio-verdadeiro sempre foi presenga
comum nos lares do Brasil, apesar da
legislacdo de fauna vigente, que desde 1967
(lei n°® 5.197 de 3 de janeiro de 1967)
proibe a captura de animais para comércio.
Em 1997, o Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis
— IBAMA — criou as portarias 117 e 118- de
15 de outubro de 1997 que permitiram a
criagdo de animais da fauna silvestre
nacional para fins comerciais. Desde entdo,
um numero crescente de criadores vém
investindo na criagdo de aves silvestres
(Goulart, 2006). Atualmente, a lista de aves
que podem ser comercializadas esta sendo
reelaborada pelo Instituto Brasileiro de
Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovéveis — IBAMA — e deverd constar
nelas as espécies de psitacideos que
poderdo ser criadas em cativeiro para
comercializagdo com mudancas na lista
antiga.

A destruicdo de habitats e a captura em
massa de aves silvestres levaram a ameaga
da conservacdo ou mesmo a extingdo de
muitas espécies e muitos psitaciformes
foram incluidos no Apéndice Il da
Convencéo sobre o Comércio Internacional
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das Espécies da Fauna e da Flora Silvestres As regiGes neotropicais se destacam com

Ameagcadas de Extingédo (CITES, 2009). Por quase 4.130 espécies, 44% da avifauna
esta razdo a sua captura estd proibida, mundial e um grande ndmero de psitacideos
exceto em situagbes particulares que a (148 espécies em 27 géneros) (Snyder et
justifiguem, e somente 0s animais al., 2000).

acompanhados de certificados de origem

podem ser comercializados e mantidos fora No quadro 1 estdo representados Os
do habitat natural. papagaios brasileiros ameagados de acordo

com a IUCN Red List.

Quadro 1. Papagaios brasileiros considerados ameacados, de acordo com a IUCN* Red
List

Nome Nome Cientifico Distribuicdo Categoria de risco

Papagaio-de-cara-roxa | Amazona brasiliensis Brasil Ameacado

Papagaio Charéo Amazona pretrei Brasil Ameacado

Papagaio Chaua Amazona rhodocorytha | Brasil Ameacado

Papagaio-de-peito-roxo | Amazona vinacea Brasil Ameacado

Papagaio Galego Amazona xanthops Cerrado do Brasil Vulneravel

Hyacinth macaw Anodorhynchus Brasil e Bolivia Vulneravel
hyacinthinus

Arara-azul-de-lear Anodorhynchus leari Brasil Ameacado

Maracana Ara maracana Brasil, Paraguai e | Vulneravel

Argentina

Jandaia Aratinga auricapilla Parana, Brasil Vulneravel

Ararinha Azul Cyanopsitta spixii Brasil Criticamente ameacado

Avrarajuba Guarouba  (Aratinga) | Brasil Ameacado
guarouba

Tiriba-grande Pyrrhura cruentata Brasil Vulneravel

Apuim-de-cauda- Touit melanonota Brasil Ameacado

vermelha

Apuim-de-cauda- Touit surda Brasil Ameacado

amarela

Sabia-cica ** Triclaria malachitacea | Brasil Vulneravel

Fonte: IUCN red list
(http://lwww.iucn.org/about/work/programmes/species/our_work/the_iucn_red_list/).
*International Union for Conservation of Nature; **Espécie proposta para inclusdo na Red List.

1.2. Doenca do Bico e das Penas Infection (infeccdo de psittacideos por
(PBFD) circovirus), Psittacine Circovirus Disease
(doenca de psitacideos por circovirus) é a
doenca viral mais comum em psitacideos na
Austrélia (Pass e Perry, 1984; McOrist et

1.2.1. A doenca al., 1984; Raidal et al., 1993), onde pelo

) menos uma espécie esta em extin¢ao devido
A doenca do bico e das penas dos a presenca de BFDV e foi reconhecida em
psitacideos, PBFD sigla em inglés para varias espécies de aves de vida livre
também denominada Psittacine Circovirus 2007). E também um problema para a fauna
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onde existam aves concentradas em
cativeiro (Bassami et al., 2000; Picarra,
2009). O nome da doenca foi cunhado por
Perry em 1981 (Kaleta, 2007). A maioria
das espécies da ordem Psittaciformes e
algumas outras espécies de aves sao
susceptiveis ao virus (Ritchie et al., 2003).

Anormalidades nas penas, observadas em
aves livres na natureza, como em periquitos
Red-rumped (Psephotus haematonotus), ja
em 1887, foram possivelmente o primeiro
relato da PBFD, muito antes da doenca
receber este nome. Foi caracterizada por
uma sindrome com anormalidades de
plumagem e de bico em vérias espécies de
araras na Australia (Kaleta, 2007). A
doenca foi diagnosticada em mais de 40
espécies de psitacideos e embora todos 0s
membros  desta  familia  parecerem
susceptiveis, a doenca é vista mais
frequentemente nas cacatuas. (Bassami et
al, 2001). Os géneros Eclectus, Agapornis,
Calopsitta,  Melopsittacus e outros
Psittaciformes da Asia, Africa e Oceania
sdo mais susceptiveis a doenca, enquanto 0s
Psittaciformes das Américas Central e do
Sul sdo mais resistentes (Bassami et al,
2001).

1.3.2. Historico

A doenca do bico e das penas
aparentemente originou-se no continente
Oceania  (Australasia), mas j& foi
identificada em psitacideos de cativeiro na
Asia, Europa, Africa, América do Norte
(Pigarra, 2009). A doenga dos psitacideos
selvagens documentada na Australia e Nova
Zelandia (Raidal et al. 1993; Picarra, 2009)
ja foi relatada em papagaios selvagens do
cabo (Poicephalus robustus) e Agapornis
(Agapornis nigrigenis) na Africa (Kock et
al., 1993; Heath et al., 2004).

Os corpusculos de inclusdo caracteristicos
de circovirus foram demonstrados em
cortes histologicos arquivados de pombos

da Rocha em 1986, quatro anos antes da
primeira descricdo do PiCV e sete anos
antes do virus ser identificado (Woods et al.
1994; Kaleta, 2007).

A descricdo do circovirus reflete, portanto,
uma maior sensibilizacdo entre a
comunidade cientifica e aperfeicoamento
das ferramentas de diagnostico (Todd,
2000; Kaleta, 2007).

Acredita-se que a PBFD ocorre enzodtica
nas populagbes de psitacideos livres na
natureza do Velho Mundo e do Pacifico
Sul, e que a doenca foi introduzida a outras
populagbes susceptiveis, tanto livres na
natureza como de cativeiro, pelo comércio
(e tréfico) mundial de aves para o mercado
de aves de companhia (pet) (McOrist et al.,
1984).

Grande parte dos autores considera a
doenca enzodtica nas populacdes selvagens
de cacatuas australianas e que, depois de
instalada neste continente, a doenca
espalhou-se pelo resto do Mundo (Gerlach,
1999). Segundo outros autores, a origem
geografica da doenca continua por ser
determinada, sugerindo que possa mesmo
ser no continente africano, pois ha registro
de infeccdo de psitacideos selvagens neste
continente em aves dos  géneros
Poicephalus e Agapornis (Picarra, 2009).

No Brasil, ha relato de caso em Cacatua
alba (Werther et al., 1998), com descri¢édo
de ave com distrofia simétrica e perda de
penas. A confirmacdo se deu por
radiografia, patologia clinica, exame
histopatoldgico e hibridizacdo in situ de
Varios tecidos.

1.2.3. Etiologia

O virus responsavel pela doenca ¢€
integrante do género Circovirus (Fig. 1) e
familia Circoviridae. Integrantes dessa
familia sdo caracterizados por particulas de
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tamanho pequeno, sem envelope, capsideo
em formato icosaédrico, DNA fita simples
circular de aproximadamente 1,7-2,3 kb e
gue podem infectar aves e mamiferos
(Todd, 2000; Kaleta, 2007). As infeccOes
por BFDV sdao normalmente  por
comprometimento imunoldgico causando
anormalidades de penas efou infeccbes
secundarias, mas também podem ser
assintomaticas (Todd, 2000; Kaleta, 2007).

— 20 NnmM

Figura 1. Micrografia eletrénica de particulas
do virus da PBFD (BFDV) coradas
negativamente (Kondiah, 2004).

Uma caracteristica comum dos genomas de
DNA fita simples é uma estrutura potencial
em forma de haste-lago (stem-loop) que
conttm uma cadeia conservada de
nonanucleotideos (TAGTATTAC) em seu
apice e é o provavel ponto de inicio para a
replicacdo (Ritchie et al., 2003).

Os corpusculos de inclusédo
intracitoplasmaticos basofilicos podem ser
vistos na bursa de Fabricius, em outros
tecidos linféides e/ou em foliculos de pena
em crescimento, mas nem sempre estdo
presentes (Kaleta, 2007).

O agente etiologico da doenca foi
definitivamente identificado no final dos
anos 80 (Ritchie et al., 1989) como virus da
doenca do bico e das penas (BFDV) e
incluido na familia Circoviridae. Alguns
circovirus aviarios estdo apresentados no
Quadro 2.

As infec¢bes por circovirus em pombos
foram relatadas pela primeira vez em 1993
por Woods (Smyth et al., 2001). InclusBes
parecidas com circovirus foram
reconhecidas na bursa de pombos antes de
1986 no Canada e em 1989 na Austrélia.
Subsequentemente, infeccBes similares a
circovirus em pombos foram reconhecidas e
caracterizadas nos Estados Unidos em
1990. Desde entdo, casos de circovirus em
pombos ocorreram esporadicamente ha
Califérnia e na Australia (Woods et al.,
1994), na Irlanda do Norte e varios paises
europeus (Smyth et al., 2001).

De acordo com estudos estruturais 0s
circovirus de pombos formam matrizes
paracristalinas e semicirculos compostos de
virions de 14-17 nm de didmetro, similares
ao virus de PBFD. Essas matrizes foram
reconhecidas pela microscopia de luz como
inclusdes citoplasmaticas basofilicas em
macro6fagos (Pass e Perry, 1984; Latimer et
al., 1991, Woods et al., 1994).

Com base no tamanho das particulas do
virus, na associagdo de resultados
patoldgicos e na demonstracdo de baixo
nivel de homologia do DNA com PBFD, o
virus foi incluido como membro da familia
circovirus e designado como circovirus de
pombo (PiCV) (Todd, 2000, Smyth et al.,
2001). A coloragdo imunohistoquimica
indica que o circovirus de pombo é
antigenicamente diferente do virus da
PBFD (Woods et al., 1994).

O circovirus infecta pombos jovens antes da
involugdo da bursa de Fabricius, podendo
ser este 0 primeiro sitio de replicacdo para o
virus. Inclusbes de circovirus tem sido
observadas em pombos de 4 semanas até 1
ano de idade (Woods et al., 1994, Woods e
Latmer, 2000). Nos pombos infectados a
apresentacdo clinica é semelhante a de
psitacideos com PBFD (Woods e Latmer,
2000). A infecgdo viral € associada a alta
morbidade e baixa mortalidade (Smyth et
al., 2001). Em alguns pombos infectados
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observa-se a recuperacao clinica
espontanea. O diagndstico da doenga é
dependente do reconhecimento de corpos
de inclusdo intracitoplasmaticos em cortes
histolégicos de tecido linfides (Smyth et
al., 2001).

A Familia Circoviridae possui ainda dois
outros géneros, Gyrovirus — sendo Unico
intergante o virus da anemia infecciosa da
galinha (CAV), e Geminivirus — constituido
por diversos virus que afetam plantas. As
caracteristicas fisicas e quimicas de CAV e
BFDV séo apresentadas no Quadro 3.

O virus da anemia infeciosa das galinhas é
0 circovirus mais bem estudado e pode ser

usado como modelo no estudo do circovirus
de PBFD (Schat, 2003).

Os virions de CAV sdo tipicos e tém 23-25
nm de didmetro, sdo icosaédricos, ndo
envelopados e possuem DNA circular fita
simples (Natesan et al., 2005). Inclusdes
nucleares em macréfagos sdo observadas
frequentemente no figado, intestino e
brénquios associadas ao tecido linfoide e
inclusbes citoplasmaticas sdo observadas
em células epiteliais (Schat, 2003).

Quadro 2. Espécies do género Circovirus que afetam aves.

Espécie de circovirus

Espécie(s) afetada(s)

CaCV Canério (Serinus canaria)

RaCV Corvo Australiano (Corvus coronoides)

GucVv Gaivota prateada (Larus argentatus)

GoCV Ganso (Anser spp.)

DuCVv Pato (Anas spp.)

PiCV Pombo (Columba livia)

BFDV Psitacideos

FiCV Tentilhdo (Carpodacus mexicanus, Fringillidae)
StCV Estorninho (Sturnus vulgaris)

CyCV Cisne (Cygnus olor)

http://wwwe.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?bhcp=1

Quadro 3. Caracteristicas fisicas e quimicas de CAV e BFDV

CAV BFDV
Diametro da Particula (nm) 19.1-26.5 14-20.7
Densidade 1.33-1.37 1.378
(g.ml-1 em CsCl)

Coeficiente de Sedimentacéo 91S -
Tamanho do Genoma (b) 2298/2319 1993-2018
Proteinas Virais (Massa) 50.000 26.300, 23.700,

15.900

Todd, 2000; Kondilah, 2004 modificada
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O genoma de BFDV foi sequenciado por
dois grupos de pesquisa independentes.
Ambos publicaram resultados de que ele
possui um DNA circular, de fita Unica
(ssDNA) e molécula de 1993 nucleotideos
(Niagro et al., 1998; Ypelaar et al., 1999).

O BFDV possui genoma de 1,7 a 2,3 kb de
cadeia simples de DNA circular (dos mais
pequenos entre 0s virus patogénicos
conhecidos), envolvido por um capsideo
esférico ou icosaédrico e ndo possui
invélucro (Heath et al., 2004; Raue et al.,
2004). O genoma deste virus possui 7 open
reading frames (ORF) que podem codificar
sete proteinas diferentes. Foram
identificadas trés ORF na cadeia do sentido
paralelo (V1, V2 e V3) e quatro na cadeia
do sentido complementar (C1, C2, C3 e C4)
(Raue et al., 2004). Em particulas virais
purificadas, porém, trés grandes proteinas
virais, com massas moleculares
aproximadas de 26,3, 23,7 e 15,9 kDa, tém
sido relatadas (Khalesi, 2007). Baseado em
comparacgdes de seqliéncia entre circovirus
de origem diferente as ORF V1 e C1 (as de
maior dimensdo) codificam as proteinas
associadas a replicacdo (Rep) e a proteina
do capsideo, respectivamente (Kaleta,
2007).

Atualmente sabe-se que a ORF V1 (de
maiores dimensdes) codifica uma proteina
associada a replicacdo viral semelhante a
proteina replicase encontrada no circovirus
suino  (proteina rep). A ORF C1
aparentemente codifica uma proteina do
capsideo e €é também semelhante a
encontrada no circovirus suino (de Kloet e
de Kloet, 2004). A proteina da replicacéo
possui entre 26 e 33 kDa e a proteina do
capsideo possui entre 23 e 28,9 kDa
(Bassami et al, 1998; Khalesi, 2007).

O papel das ORFs restantes ndo esta ainda
bem definido no BFDV e na produgdo de
proteinas e apresentam menor conservagdo
no genoma viral (Raue et al., 2004; de
Kloet e de Kloet, 2004).

\

ORFC1 1800
(capsid protein)
~

1600

BFDV genome

1993 bp (AF071878)
_ 1400

Figura 2. Apresentacdo esquematica do genoma
BFDV. As ORFs sdo nomeadas de acordo com
sua localizagcdo no genoma viral o virus (V) ou
complementares (C). Apenas as duas principais
ORFs codificando a proteina Rep (ORF V1) e
da proteina capsidial (ORF C1) sdo mostradas
(Niagro et al., 1998).

Diferentes gendtipos e/ou estirpes foram
definidos com base nas variagbes da
sequéncia de DNA. Foram encontradas
variagdes totais até cerca de 20% (Raue et
al., 2004, Khalesi et al., 2005). Um estudo
feito por Raue et al, (2004) indica a
possibilidade da existéncia de genotipos do
virus da doenca do bico e das penas, pois
sequencias obtidas de aves de um surto
agudo de doenca do bico e das penas em
lorideos foram agrupadas em ramos
diferentes da arvore genética. O
sequenciamento de estirpes de Papagaio
Africano Cinza com desordens de
empenamento foi agrupado no mesmo ramo
enquanto algumas espécies com
imunossupressdo foram agrupadas em
outros ramos.

A ORF V1 mostrou ser altamente
conservada entre todos 0s circovirus
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aviarios. A sequéncia de nucleotideos
incluida na ORF V1 é extremamente
semelhante nos circovirus isolados por de
Kloet e de Kloet (2004), embora tenham
sido detectadas algumas variagbes. A
proteina da replicacdo codificada pela ORF
V1 apresenta entre 86,9% e 98,3% de
identidade na sequéncia de amino-&cidos.
Por sua vez, a proteina do capsideo
apresenta apenas entre 76,3% e 83,3% de
conservagdo da sequéncia de amino-acidos.
Estas variacgoes sdo encontradas
comparando proteinas isoladas de genétipos
distintos (Raue et al., 2004).

Segundo experimento feito por Bassami et
al. (2001) as ORF 1, ORF 2 e ORF 5 foram
as Unicas comuns a todos eles. A ORF 1
codifica a proteina Rep. ORF2 ou ORF 5
codificam a proteina do capsideo. Baseado
nas sequencias deduzidas de aminoacidos
de ORF 2 em BFDV e de ORF 2 em PCV
(Bassami et al., 1998; Bassami et al.,
2001), concluiu-se que a ORF 2 de BFDV
codifica a proteina do capsideo (Niagro et
al., 1998).

Atualmente, é reconhecida a existéncia de
diferentes genotipos ou estirpes mais ou
menos adaptadas as familias Loriidae,
Cacatuidae e Psittacidae. Apesar desta
tendéncia para a relacdo entre genoétipo e
ave, nao foram encontrados casos de
especificidade na interagdo entre uma
estirpe viral e determinado hospedeiro
(Heath et al., 2004, de Kloet e de Kloet,
2004; Khalesi et al., 2005) com algumas
excecdes de aves na Australia. Baseado nos
dados de sequenciamento obtidos da ORF
V1 codificando a proteina rep, hé
evidéncias de especificidade das cepas de
BFDV de algumas espécies (Ritchie et al.,
2003, Raue et al., 2004).

As diferengas nas manifestacdes clinicas e
patoldgicas de PBFD em espécies de

psitacideos susceptiveis a infeccdo com o
virus da doenca do bico e penas (BFDV)
podem ser devidas a fatores ligados ao
hospedeiro ao invés de variacdo antigénica
ou genética na BFDV, no entanto, isso nao
foi comprovado cientificamente ainda
(Ritchie et al., 1990; Bassami et al., 2000;
Picarra, 2009).

Inicialmente, sugeria-se que assim como o
Poliomavirus (APV), apenas sequéncias de
diversidade limitadas existiam entre as
diversas estirpes de BFDV (Picarra, 2009).
Entretanto recentemente foi demonstrado
que a diversidade genética de BFDV na
Australia é maior do que o esperado
(Bassami et al., 2001, Raue et al., 2004).

1.2.4. Epidemiologia

A epidemiologia dos circovirus em aves de
cativeiro e de vida livre continua a ser
desconhecida. A infeccdo por circovirus é
frequentemente subclinica ou latente e
muitas vezes o animal tem a infeccdo viral,
mas ndo € suspeito (Woods et al., 1994;
Kaleta, 2007).

A PBFD é uma doenca que afeta menos as
aves do Novo Mundo (Hemisfério
Ocidental - Continente Americano) do que
aquelas originarias do Hemisfério Oriental
(aves do Velho Mundo — Africa,
Australésia e Pacifico) (Gerlach, 1999).
Sup0e-se que estes tm maior resisténcia a
infeccéo (Greenacre, 2005; Pigarra, 2009).

Por existirem portadores assintomaticos e
contato entre animais de diferentes
espécies, origens e idades, a dispersdo da
doenca fica facilitada (Khalesi, 2007;
Picarra, 2009). No Quadro 4 apresentam-se
as espécies documentadas susceptiveis de
infeccéo por BFDV.
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Quadro 4. Espécies de aves que podem ser infectadas pelo BFDV mundialmente

Psittacidae

Cacatuidae

Arara azul e amarela
(Ara ararauna)
Avrara escarlate (Ara macao)

Arara militar (Ara militaris)

Arara vermelha (Ara
chloroptera)

Jandaia de testa vermelha
(Aratinga auricapilla)
Jandaia-Sol ou amarela
(Aratinga solstitialis)
Maitaca-verde (Pionus
maximiliani)

Papagaio cinzento
(Psittacus erithacus)
Papagaio de barriga-laranja
(Neophema chysogaster)
Papagaio de frentevermelha
(Amazona autumnalis)
Papagaio de fronte azul
(Amazona aestiva)
Papagaio de fronte branca
(Amazona albifrons)
Papagaio de cabeca
castanha (Poicephalus
cryptoxanthus)

Papagaio de ventre
vermelho (Poicephalus
rufiventris)

Papagaio do Cabo
(Poicephalus robustus)
Papagaio do Senegal
(Poicephalus senegalus)
Papagaio Meyer
(Poicephalus meyeri)
Papagaio preto
(Coracopsis nigra)
Papagaio vasa (Coracopsis
vasa)

Papagaio-ecletus (Eclectus
roratus)
Periquito-andorinha
(Lathamus discolor)
Periquito australiano
(Melopsittacus undulatus)

Periquito Barnardi
(Barnardius barnardi)

Periquito cornudo
(Eunymphicus cornutus)
Periquito de asas douradas
(Psephotus chrysopterygius)
Periquito de Bourke
(Neopsephotus bourkii)
Periquito de colar (Psittacula
krameri)

Periquito de colar de Manila
(Psittacula manillensis)
Periquito de dorso vermelho
(Psephotus haematonotus)
Periquito do principe de
Gales (Polytelis alexandrae)
Periquito de Bluebonnet
(Psephotus haematogaster)
Periquito encapuzado
(Psephotus dissimilis)
Periquito Port Lincoln
(Barnardius zonarius)
Periquito rei

(Alisterus scapularis)
Rosela azul ou péalida
(Platycercus adscitus)
Rosela do Leste
(Platycercus icterotis)

Rosela do Norte
(Platycercus venustus)

Rosela elegante (Platycercus
elegans)

Rosela multicolorida
(Platycercus eximius)
Inseparavel de Angola
(Agapornis roseicollis)
Inseparavel de Madagéascar
(Agapornis cana)
Inseparavel de faces negras
(Agapornis nigrigenis)
Inseparavel de Fisher
(Agapornis fischeri)
Inseparavel de Nyassa
(Agapornis lilianae)
Insepardvel mascarado ou da
Tanzénia (Agapornis
personatus)

Cacatua branca

(Cacatua alba)

Cacatua das Molucas (Cacatua
moluccensis)

Cacatua das palmeiras
(Probosciger aterrimus)
Cacatua de bico comprido
(Cacatua tenuirostris)
Cacatua de crista amarela
(Cacatua galerita)
Cacatua de crista
(Cacatua citrinocristata)
Cacatua de Galah ou de peito
rosa (Eolophus roseicapillus)
Cacatua de Goffin (Cacatua
goffini)

Cacatua de Mitchell ou de
leadbeater (Cacatua leadbeateri)
Cacatua filipina (Cacatua
haematuropygia)

Cacatua gang-gang
(Callocephalon fimbriatum)
Cacatua sanguinea ou pequena
(Cacatua sanguinea)

Cacatua triton

(Cacatua triton)

citrina

Caturra
(Nymphicus hollandicus)

Loridae

Loris arco-iris

(Trichoglossus haematodus)
Léris chlorocercus

(Lorius chlorocercus)

Loéris de Mitchell (Trichoglossus
haematodus mitchellii)

Léris reticulado ou de crista-azul
(Eos reticulata)

Léris de Goldie (Psitteuteles
goldiei)

QOutras

Rola do Senegal
(Streptopelia senegalensis)

(Heath et al., 2004; Ritchie, 1995; de Kloet e de Kloet, 2004; Rahaus et al., 2008; Picarra, 2009).
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A prevaléncia de PBFD em paises europeus
foi estudada por Rahaus e Wolff (2003) e
por Bert et al. (2005). Rahaus e Wolff
(2003) determinaram uma prevaléncia da
infecgdo de 39,2% através do teste por PCR
da ORF V1 de penas em psitacideos na
Alemanha numa amostra de 142 animais.

No quadro abaixo (Quadro 5) estdo
compilados alguns dados publicados sobre
a prevaléncia de PBFD, inclusive dos
estudos citados acima. Esses dados sdo
variaveis e 0s motivos para tal podem ser a
regido  geografica, a(s)  espécie(s)
estudada(s) e a técnica de andlise aplicada
(Picarra, 2009).

Quadro 5. Prevaléncias de PBFD em diferentes paises (Picarra, 2009 modificado

Pais Prevaléncia Método Espécie(s) Fonte
Austrélia 41-94% IH Cacatuas Raidal et al.,
selvagens 1993
EUA 5% PCR Vérias Dahlhausen e
Sangue Radabaugh,
1997
Alemanha 39,2% PCR penas Vérias Rahaus e
Wolff, 2003
Italia 8,05% PCR Varias Bertet al.,
sangue e penas 2005
Australia 23% PCR penas Vérias com Khalesi et al.,
suspeita de 2005
infeccédo
Taiwan 41,2% PCR Varias Hsu et al.,
2006
Australia 18,85% PCR penas Vérias com Khalesi, 2007
suspeitas de
Infeccdo.
Nova 3% PCR penas Vérias Haetal.,
Zelandia e sangue espécies 2009
autéctones
Barcelona 2,6% PCR sangue e tecidos Vérias Picarra, 2009
espécies
(*)-N/A=
nao
apresentado

1.2.5. Patogenia e transmissao

O virus é eliminado pelas aves infectadas
através das penas e p6 das plumas de
descamacgdo (naturalmente abundantes em
algumas espécies), das fezes e das
secregdes do papo (Gerlach, 1999). A

transmissdo pode ocorrer por inalagdo ou
ingestdo de particulas virais ou devido a
infeccdo do epitélio folicular da bolsa de
Fabricius (Phalen, 2006; Picarra, 2009). A
transmissdo vertical foi demonstrada em
Cacatua sanguinea, em filhotes de uma ave
positiva para PBFD que teve 0s 0vos
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incubados e criados de forma independente
da méde (Latimer et al., 1991) e também foi
recentemente demonstrada em periquitos
australianos (Melopsittacus undulatus) e
papagaios - de - cabeca - castanha
(Poicephalus cryptoxanthus cryptoxanthus)
nos quais 20% (n=15) dos ovos
embrionados descendentes de adultos
infectados demonstraram a presenga no seu
interior do BFDV por PCR (Rahaus et al.,
2008).

Nos locais onde aves infectadas
permaneceram o pd ambiental pode ser uma
importante  fonte de contdgio (a
concentracdo de virions pode ser elevada)
(Gerlach, 1999). O BFDV pode permanecer
viavel em  fémites por  periodos
relativamente prolongados (Doneley, 2003).

O quadro clinico é determinado conforme a
espécie, idade, via de infeccdo, estado
imunoldgico da ave, titulo de anticorpos e
antigenos e o gendtipo do virus (Raue et al.,
2004). O periodo de incubagdo pode variar
entre 2 a 4 semanas (quando infectados
filhotes) até meses ou anos. O virus €
replicado em tecidos onde existam células
em divisdo e foi demonstrada a sua
presencga no timo, bursa de Fabricius, baco,
papo, esbfago, intestino, figado, pele,
penas, cérebro e leucdcitos circulantes
(Gerlach, 1999; de Kloet e de Kloet, 2004).

Ocorre a distrofia e hiperplasia do foliculo
das penas, bico e unhas resultando nas
anormalidades clinicas observadas em
PBFD. Ha necrose e hiperplasia das células
da bainha e das camadas exteriores do bico
e unha (Pass e Perry, 1984; Kondiah, 2004).
A necrose dos oOrgdos linfoides e dos
leucécitos  circulantes pode levar a
infeccBes secundarias e ao Obito (Phalen et
al., 2003; Phalen, 2006).

O BFDV pode ser eliminado por uma ave
portadora, sem a demonstracdo de sinais da
doenga, em quadro silencioso
(assintomatico) da doenca (Phalen, 2006).
Nas aves infectadas subclinicas, acredita-se

gue o virus persista nas penas e células
epiteliais, afetando assim em menor grau
outros Orgdos vitais da ave (Greenacre,
2005).

O BFDV apresenta epiteliotropismo e
linfotropismo (Latimer et al., 1991). A
infeccdo em uma ave susceptivel resulta em
disseminagdo hematogénica do virus que se
inicia no epitélio folicular das penas com
anomalias de empenamento, na bursa de
Fabricius e no timo (Latimer et al., 1991).

A recuperacdo de PBFD clinica foi
documentada em araras (Ara spp.) e pionus
(Pionus spp.), bem como na familia
Loriidae (Kaleta, 2007).

E provavel que os virus atinjam as células
precursoras T e provoquem diminuicdo das
populagdes das celulas auxiliares (CD4) e
as células citotoxicas (CD8) T (Adair,
2000; Ritchie, 2003) e a mortalidade ¢
geralmente o resultado de uma infeccéo
secundaria como citado acima.

Ao final de casos prolonagados podem ser
vistos necrose do bico e das unhas, mas
raramente ocorrem esses sinais sem a
presenca anormalidades no empenamento.
Na forma superaguda da doenca, achados
de necropsia podem ser mais consistentes
com septicemia aguda (Kaleta, 2007).

Nas aves com patologia no bico, necrose e
inflamacdo do epitélio da lingua, da
cavidade do bico e cloaca também j& foram
reportadas (Gerlach, 1999). A necropsia em
aves adultas o baco é freguentemente
pequeno e tem poucos linfécitos, e
ocasionalmente pode observar-se necrose
das  células  reticulares. Inclusdes
extracutdneas do virus de PBFD s&o
encontradas principalmente em macrofagos
no bico, do palato, eséfago, cloaca, nariz,
lingua, glandula paratire6ide, medula 6ssea,
células estreladas de Kupffer do figado,
baco e glandula tiredide (Kaleta, 2007).
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Corpusculos de inclusdo intranucleares e
intracitoplasmaticos foram demonstrados
por coloracdo por hematoxilina e eosina nos
tecidos de penas, bico, timo e bursa
coletados de aves com sinais clinicos de
PBFD (McOrist et al., 1984; Latimer et al.,
1991; Gerlach, 1999).

Os corpusculos de incluséo
intracitoplasmaticos  tém  sido  mais
relatados, mas em casos especiais em que a
infeccdo estd no inicio, os relatos sdo de
corpusculos de inclusdo intranucleares
(McOrist et al., 1984; Gerlach, 1999).

Além de estarem localizados no epitélio do
foliculo das penas e dos tecidos linfaticos,
os corpusculos de incluséo viral de PBFD
também foram demonstrados por anticorpos
especificos virais no palato, lingua,
glandula paratireoide, cloaca, esdfago,
baco, intestino, medula Ossea, figado e
glandulas tireoide e supra-renais (Latimer et
al., 1990). As inclusdes intracitoplasmaticas
originam-se nas ceélulas epidérmicas e
atingem seu maior tamanho dentro dos
macrofagos, que fagocitam essas células
infectadas (Latimer et al., 1991). Sugere-se
que o virus da PBFD é replicado no nucleo
das células epidérmicas infectadas e as
inclusbes sdo entdo liberadas quando as
células necroticas sdo fagocitadas por
células como macréfagos na polpa e
epiderme (Gerlach, 1999).

1.2.5. Sinais clinicos

A PBFD pode manifestar-se
sintomaticamente segundo dois quadros
clinicos distintos — o quadro agudo e
crébnico. Existe também o quadro
assintomatico (Phalen, 2006; Picarra, 2009)
que é comum em aves do novo mundo.
Outros autores consideram trés tipos de
infeccdo — hiperaguda, aguda e cronica
(Gerlach, 1999; Kondiah, 2004).

O tipo de doenga clinica (hiperaguda, aguda
ou cronica) varia na sintomatologia e de
acordo com a idade da ave, mas pode
também ser influenciado pela via de
infeccdo viral, pelo titulo do virus
infectante e condicdo da ave quando é
exposto ao virus (Kondiah, 2004).

Ambos 0s sexos podem ser afetados. O
curso agudo € progressivo ao longo de
Varios meses ou anos e € irreversivel
(Kondiah, 2004).

De acordo com alguns estudos a infeccdo
latente assintomatica pode ser bastante
frequente em algumas espécies de
psitacideos da Oceania e Pacifico, onde
existem grandes diferencas na relagéo entre
individuos doentes e individuos infectados
(Ritchie et al., 2003).

Bert et al. (2005), ao estudarem a presenca
de PBFD em aves de cativeiro na ltalia,
também  encontraram  uma  grande
prevaléncia de psitaciformes infectados de
forma latente.

Pensava-se que as diferencas nas
manifestacGes clinicas e patologicas de
PBFD nas espécies de aves silvestres
susceptiveis a doenca eram devidas a
fatores ligados ao hospedeiro e ndo a
fatores antigénicos ou genéticos (Bassami,
2001).

A forma superaguda da doenga pode
ocorrer em aves neonatais encontradas em
Obito, sem sinais premonitorios. Esta forma
é subnotificada em aves silvestres (Kaleta,
2007). As lesdes histologicas podem ser
limitadas a necrose grave da bursa de
Fabricius ou timo com a presenga de corpos
de inclusdo viral induzidos. A patologia da
pena nestes casos pode nédo ocorrer, ou pode
ser limitada a um edema no epitélio
folicular (McOrist et al., 1984; Latimer et
al, 1991).

O quadro agudo ¢é observado nas aves mais
jovens, nas quais a bursa de Fabricius ainda
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ndo involuiu (Picarra, 2009). Os animais
com menos de um ano sdo particularmente
susceptiveis a este quadro, que ¢é
especialmente  comum em papagaios
cinzentos incubados e criados & mao
(Doneley, 2003). As aves criadas pelos seus
progenitores desenvolvem o sistema imune
de forma mais competente. O contato com a
flora do material do ninho, dos excrementos
e com as secregdes digestivas das aves
adultas estimulam 0 melhor
desenvolvimento do sistema imunoldgico
(Crosta, 2008 Apud Picarra, 2009). A
susceptibilidade da ocorréncia do quadro
clinico agudo nos animais jovens estd mais
relacionada a fatores inerentes as aves do
que referentes a propriedades antigénicas
ou genotipicas virais (Ritchie et al., 2003).

Em alguns casos agudos de PBFD, aves
com sintomatologia minima nas penas
podem estar deprimidas, desenvolver
constipagdo ou diarreia e ir a 6bito em uma
semana (Gerlach, 1999).

De acordo com a espécie da ave infectada, a
forma aguda pode ser rapidamente fatal.
Este tipo de infecgdo ocorre em papagaios
cinzentos africanos (Psittacus erithacus),
cacatua-de-crista-amarela (Cacatua
galerita) e cacatua-branca (Cacatua alba)
(Phalen, 2006; Picarra, 2009).

A imunossupressdo deixa o animal
susceptivel a infeccBes  secundarias
(bacterianas, flngicas e virais), que
normalmente acabam por provocar a morte
(Doneley, 2003). A aspergilose é, para
alguns autores, a infeccdo secundaria mais
frequente resultante da imunossupresséo
(Niagro, 1990; Picarra, 2009). Segundo
Doneley (2003), a hepatite por adenovirus é
uma infeccdo secundaria comum  que
ocorre devido a imunossupressao causada
pelo quadro agudo da infeccdo por
circovirus aviario.

A hematologia e a bioguimica sérica sdo
geralmente de pouco valor na tentativa de
estabelecer um diagnéstico de PBFD

(Kaleta, 2007), embora um estudo realizado
por Schormaker et al., (2000) em papagaios
Africanos Cinza com menos de sete meses
de idade com PBFD revelou grave anemia,
leucopenia ou pancitopenia.

Os filhotes de cacatuideos infectados
normalmente recusam ser tocados e
manejados, pois a dor nos foliculos das
penas é intensa. As lesdes mais severas sao
observadas nas aves infectadas antes da
plumagem definitiva ter comecado a
substituir a de neonato (Gerlach, 1999). O
tratamento sintomatico revela-se
praticamente infrutifero e a septicemia por
bactérias e fungos oportunistas €
frequentemente apontada como causa de
morte (Doneley, 2003).

A infeccdo cronica esta descrita na
literatura ha mais tempo e manifesta-se por
sinais clinicos que resultaram no nome da
doenca do bico e penas. O quadro é
progressivo e 0s primeiros sintomas
normalmente aparecem entre 0s 6 meses e
0s 3 anos de idade, tendo as aves em sua
maioria mais de 8-10 meses (Phalen, 2006;
Picarra, 2009).

Os sintomas da doenca cronica séo
desenvolvimento anormal, simétrico e
progressivo das penas durante mudas
sucessivas, retencdo da bainha das penas,
hemorragia dentro da cavidade da poupa,
fraturas no eixo das penas e plumas
anormais. Os foliculos de penas tornam-se
inativos e a ave que sobrevive torna-se
careca (Kondiah, 2004).

As anormalidades na plumagem e alopecia
ndo sdo especificas de PBFD e podem ter
muitas outras causas. A abordagem clinica
de uma ave que apresente sintomatologia
condizente é complexa e  exige
conhecimento e experiéncia por parte do
clinico (Molina et al., 2002 Apud Picarra,
2009).

As aves silvestres podem apresentar
coloracdo castanha da pele, provavelmente
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por excessiva exposicdo solar da mesma.
Nos casos mais antigos pode-se observar
aplasia folicular mais ou menos dispersa
(Gerlach, 1999; Doneley, 2003).

Nos papagaios cinzentos pode-se observar o
aparecimento de penas avermelhadas
(“penas de conure”) intercaladas com as
penas cinzentas, 0 que ndo é, no entanto,
especifico de PBFD (Gerlach, 1999). A
patologia no bico nem sempre é presente
em passaros com PBFD e parece
dependente das espécies envolvidas
(Ritchie et al., 1989 Apud Kondiah, 2004).
Mudancas semelhantes ocorrem nas unhas
que eventualmente podem vir a cair,
embora essa apresentacdo seja mais rara
(Kondiah, 2004).

As lesbes no bico sdo vistas mais
frequentemente em aves do género Cacatua
sp. e em cacatuas de Galah (Eolophus
roseicapillus) (Olsen, 2003 Apud Pigarra,
2009). Tal como a afeccdo da plumagem,
as alteracbes do bico costumam ser
simétricas (Gerlach, 1999). O desgaste
irregular e infecgdes bacterianas contribuem
para a diminuig&o da capacidade de comer e
podem levar a maior debilidade e perda de
peso (Jergens et al., 1988 Apud Kondiah,
2004).

As aves afetadas com frequéncia estdo
imunossuprimidas, devido a infec¢do da
bursa de Fabricius, bago, timo e medula
Ossea e na maioria das vezes morrem
devido a infecgBes bacterianas, parasitarias,
fangicas ou virais secundérias, no periodo
de um ano apo6s o inicio das alteracdes na
plumagem (Greenacre, 2005; Picarra,
2009).

A expectativa de vida dos animais
infectados pode, no entanto, prolongar-se
acima dos 10-15 anos em quadros menos
malignos e com assisténcia e manejo
adequado (Greenacre, 2005; Picarra, 2009).

As aves brasileiras aparentemente sdo
assintomaticas, nao apresentando

sintomatologia clinica ha maioria dos casos.
S&o aves que podem transmitir o virus entre
Si e para aves exoticas.

1.2.7. Diagnéstico

1.2.7.1. Diagnéstico sugestivo e
confirmatorio

Na presenca de um quadro clinico
compativel, o diagndstico laboratorial é
fundamental. Os métodos de diagndstico
podem também servir para diagnosticar
guadros silenciosos e precoces ou monitorar
grupos de psitacideos. Atualmente, a PBFD
¢ diagnosticada através de PCR,
hibridizagéo in situ, HA e HI (Bert et al.,
2005; Phalen, 2006; Picarra, 2009). A
histopatologia é utilizada como diagnéstico
sugestivo. Os corpusculos de inclusdo néo
sdo patognomonicos da doenca. No caso da
utilizagdo da microscopia eletrénica com a
visualizacdo do virus o diagndstico é
confirmatério. O método de PCR ¢
atualmente o mais frequentemente utilizado
no diagnostico in vivo nos paises europeus,
norte-americanos e na Oceania (Bert et al,.
2005; Phalen, 2006; Picarra, 2009) sendo
juntamente com os testes de hibridizacéo in
situ, HA e HI diagnostico confirmatdrios da
doenca.

1.2.7.2. Histopatologia

A histopatologia ¢ o método de diagnostico
mais antigo de PBFD e pode ser aplicada a
microscopia Optica e eletrbnica.  Esse
método tem como vantagem a possibilidade
de se observar diretamente o virus na forma
de corpos de inclusdo intracitoplasmaticos
de 15-20 nm nas células epiteliais e
leucécitos da medula dssea, bacgo, timo,
bursa de Fabricius e dos foliculos da pena.
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(McOrist et al., 1984; Greenacre, 2005;
Pigarra, 2009).

Algumas lesdes histopatolégicas sdo
também tipicas de PBFD, principalmente
dos érgdos linfoides: deplecdo linfocitéria,
edema, infiltracdo leucocitaria, assim como
os ja referidos corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos virais (Doneley, 2003).
A desvantagem das técnicas
histopatoldgicas é devido ao fato de serem
necessarias amostras cuja retirada é
obrigatoriamente  invasiva ou apenas
praticavel no exame post mortem. Este fato
torna-a pouco pratica no diagndstico de
animais  vivos, sendo, no entanto,
extremamente Util na investigacdo de
animais que vieram a 6bito (Gerlach, 1999).

1.2.7.3. Hemaglutinacao e inibicdo da
hemaglutinacéo (HA e HI)

Uma das propriedades do circovirus aviario
¢ a capacidade de aglutinar os eritrdcitos de
determinadas espécies animais. (Phalen,
2006; Picarra, 2009). O diagnostico do
BFDV por hemaglutinacdo pode ser feito
com eritrécitos de  Cacatua-Goffin,
Cacatua- Galah ou de cobaio (Cavia
porcellus), embora também tenha sido
demonstrado com sangue de outros
psitacideos (Kondiah et al., 2005).

Comparativamente aos outros métodos, tem
como vantagem o fato de ser o mais
econdmico e obter resultados de HA e HI
guantitativos, o que pode permitir ao clinico
avaliar melhor o estado da infeccdo
(Khalesi et al., 2005).

A HI é o método de eleicdo para deteccao
de anticorpos e estudos
seroepidemioldgicos (Khalesi et al., 2005).

1.2.7.4. Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia pela polimerase
(polymerase chain reaction, PCR) é uma
das mais importantes ferramentas de
diagndstico desenvolvida nos ultimos 20
anos para identificar e caracterizar
patogenos (Olsen & Speer, 2009).

Atualmente, este método é o mais utilizado
para a deteccdio do DNA de BFDV e
consiste na amplificacdo de um segmento
de DNA viral que permitira confirmar a
presenca do agente patogénico. As amostras
a serem submetidas a PCR podem ser de
qualquer tecido animal ou mesmo de
zaragatoas ambientais (Phalen, 2006;
Picarra, 2009). A analise de PCR é efetuada
sobre 0 gene ORF V1, localizado na cadeia
de DNA no sentido paralelo. Este gene
codifica uma proteina associada a
replicacdo do virus (Ypelaar et al., 1999). O
PCR com primers deste gene originou
resultados mais consistentes que para ORF
C1 (gene codificante de uma proteina do
capsideo). Variagdes no gene ORF V1
foram  observadas, mas estas s@o
suficientemente  pequenas para hdo
provocarem falsos negativos (Ritchie et al.,
2003; Hess et al., 2004). A analise de PCR
demonstrou ser mais sensivel e especifica
que a HA/HI na deteccdo de antigeno
(Khalesi et al., 2005).

A andlise para o0 genoma de BFDV pode ser
realizada em qualquer tecido da ave, ndo
havendo,  entretanto, ainda  dados
conclusivos quanto ao(s) tecido(s) de
eleicdo. Como exemplo, num estudo com
agapornis (Agapornis sp.), nenhuma ave
resultou positiva no PCR de penas sem que
0 virus ocorresse no sangue (Khalesi et al.,
2005). Nos  periquitos  australianos
(Melopsittacus undulatus), pelo contrario, o
PCR de penas e de hastes de algodao
cloacais mostrou-se mais sensivel que o de
sangue (Hess et al., 2004; Picarra, 2009).
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A andlise sanguinea por PCR pode dar
origem a falsos negativos nas situacGes de
amostras em tubos heparinizados, devido ao
excesso de material bioldgico que pode
gerar interferéncia (neste caso a amostra
pode ser purificada por filtracdo), erros de
procedimento na colheita e no
processamento, degradacdo das amostras no
transporte ou mesmo devido ao namero de
leucécitos ser tdo reduzido que ndo se
detectem células portadoras de DNA viral
(Khalesi, 2007; Olsen & Speer, 2009).

Os falsos positivos podem surgir devido a
presenca de material genético viral em aves
gue tenham eliminado a infeccdo
anteriormente — 0s virions inativados
podem persistir até 3 meses no corpo da
ave. Assim, numa ave positiva, a analise
devera ser repetida pelo menos trés meses
apoés a remissdo dos sintomas. Podem
também ocorrer falsos positivos por
contaminagdo cruzada no momento da
colheita ou no laboratério (Khalesi et al.,
2005).

A auséncia de kits de diagnéstico com
certificacdo oficial pode limitar a confianca
depositada nos varios métodos laboratoriais
e obriga o laboratério que processa a
analise a assumir a responsabilidade do
método utilizado (Olsen e Speer, 2009).

A combinacdo de vérias  provas
laboratoriais é recomendada como melhor
forma de diagndstico, podendo a HA e a HI
ser Uteis para monitorar um animal doente
(Khalesi et al., 2005).

1.2.7.5. Hibridizacéo in situ

A hibridizacdo in situ (ISH) foi descrita
pela primeira vez em 1969 (Gall, 1969
Apud Silva-Valenzuela et al., 2006) mas
teve mais atencdo da comunidade cientifica
na década de 80 e foi usada com sucesso
para a identificacdo de circovirus em
pombos em um estudo (Woods et al.,
1994).

A grande vantagem da utilizacdo do ISH € a
possibilidade de localizar com precisdo no
tecido parafinado ou congelado, um gene
especifico ou seus transcritos (Silva-
Valenzuela et al.,2006).

Em psitacideos com PBFD testes de
hibridizagdo in situ de acido nucléico
demonstraram circovirus em secBes de
baco, figado e bursa (Woods, 2000).

1.2.8. Diagndsticos Diferenciais

No Quadro 6, de acordo com Picarra
(2009), estdo listadas algumas alteracGes
gue sdo causa de arrancamento e perda de
penas em psitacideos e podem ser utilizadas
no diagndstico diferencial para PBFD,
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Quadro 6. Causas de perda de penas em psitacideos.

Causas
Organicas

Ambientais

Causas
Comportamentais

- Processo de muda normal

- Polyomavirus (APV)
- Hipotireoidismo

- Umidade relativa baixa

- Irritantes ambientais
- Falta de banhos

- Demasiado estresse (presenga
de humanos e de outros animais,
acumulo de estresse)

- Excesso de tempo livre

- Sexual - frustragdo ou

estimulacéo hormonal em
excesso

- Caréncias nutricionais | - M4 higiene das instala¢des - Comportamento de

(Vitamina A e aminoacidos postura

essenciais)

- Doenga hepética (metabodlica | - AlteracBes do fotoperiodo

ou infecciosa)

- Foliculite (Fungica, bacteriana,
por clamideas ou viral)

- Parasitas (internos e externos)
- Processos alérgicos (atopia,
alergia alimentar)

- Neoplasias cutaneas

- Aspergilose sistémica

- Clamidiose

- Aerossaculite bacteriana

- Doenga que produza dor
(artrites, outras)

- Apresentacdo clinica de PBFD

(Picarra, 2009)

1.2.9. Tratamento e profilaxia

N&do existe tratamento especifico e com
eficdcia inquestiondvel para a PBFD
(Dahlhausen e Radabaugh, 1997; Bert et
al., 2005). O tratamento sintomatico e de
suporte sdo as Unicas formas de controlar a
doenca (Kondiah, 2004). A profilaxia
envolve o controle analitico e a quarentena
dos animais recém-adquiridos, o isolamento
e/ou a eutanasia dos animais positivos,
assim como a limpeza, desinfecgdo e vazio
sanitario prolongado das instalacbes onde
permaneceram individuos  infectados
(Dahlhausen e Radabaugh, 1997; Bert et
al., 2005).

O monitoramento preventivo de aves tem
sido utilizado como forma de prevenir a
disseminacdo da doenga e de reduzir a
prevaléncia da infeccdo (Dahlhausen e
Radabaugh, 1997; Bert et al., 2005).

Foi demonstrado em estudo alguma eficacia
na utilizacdo de interferon omega felino
tipo 1 (Virbagen omega®, Virbac Animal
Health, Franga) em conjunto com
nebulizagbes  ambientais com  um
desinfetante viricida & base de amonia
quaternéria (F10 SC®, Health and Hygiene
td, Africa do Sul) (Picarra, 2009) e também
em outro trabalho foram obtidos bons
resultados com a utilizagdo de beta-
(1,3/1,6)-D-glucano  na eliminacdo da
infeccdo por BFDV em periquitos do
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género Eunymphicus sp. e cacatuas de
Mitchell (Cacatua leadbeteri) (Tomasek e
Tukac, 2007).

Os circovirus sdo muito estaveis no
ambiente e resistentes a muitos tratamentos
fisicos e quimicos. O PCV 1 e CAV
mostraram ser resistentes a formol e éter 15
minutos & temperatura de 70°C e pH 3. O
tratamento com iodo ou lixivia a altas
concentracgdes foi capaz de inativar o BFDV
num estudo (Khalesi, 2007). Segundo
Greenacre (2005) o agente pode ser
inativado com a aplicacdo de iodo a 1%,
hipoclorito de sodio, B-propionolactona a
0,4%, glutaraldeido a 1% e com calor (80°
C durante 1 hora). lodo, hipoclorito de
sodio a 10%, 0,4% beta propriolactona,
glutaraldeido 1%, e aquecimento a 80 ° C
por uma hora inativam CAV e podem ser
considerados como opgdes para a
desinfeccdo (Ritchie, 1995).

Bonne et al., (2009) publicaram resultados
satisfatorios na producdo de uma vacina
recombinante a partir da proteina do
capsideo do BFDV (recBFDVcap), que
podera  vir a ser  desenvolvida
comercialmente no futuro.

2. Objetivos

Determinar a ocorréncia da doenca do bico
e das penas (PBFD) em psitacideos nativos
silvestres de Centros de Triagem no estado
de Minas Gerais e da rotina do laboratério
do setor de Doenca das Aves da
Universidade Federal de Minas Gerais -
UFMG,; utilizando a PCR para a detec¢édo
do DNA de BFDV e o diagndstico
histopatolégico complementar em aves
naturalmente infectadas.

2.1. Objetivo geral

Determinar a ocorréncia da doenga do bico
e das penas (PBFD) em psitacideos em
triagem e cativeiro em Belo Horizonte e
Uberaba, Minas Gerais.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia do virus da PBFD
(BFDV) em espécies de psitacideos em
triagem.

Empregar técnica de PCR para a detec¢do
do DNA de BFDV.

Examinar amostras de sangue, figado e
swabs cloacais de psitacideos.

3. Material e métodos

3.1. Local de execucéo do Projeto

Foram coletadas amostras de aves do
CETAS (Centro de Triagem de Animais
Silvestres) de Belo Horizonte e de Uberaba
e amostras recebidas na rotina do
laboratério de criatérios comerciais. As
amostras foram processadas no Setor de
Doengas das Aves, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, Escola
de Veterinaria da UFMG (EV-UFMG),
com extracdes de DNA iniciais no Setor de
Virologia Comparada do ICB/UFMG e
sequenciamentos no Setor de Genética,
Departamento de Zootecnia, EV-UFMG.

3.2. Aves

Foram estudadas nove espécies de
psitacideos num total de 190 individuos,
sendo 160 individuos da espécie Amazona
aestiva, 3 da espécie Ara ararauna, 2 da
espécie Aratinga leucophtalma, 1 da
espécie Pionus maximiliani, 1 da espécie
Guarouba guarouba, 11 da espécie
Amazona amazonica, 5 da espécie Amazona
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vinacea, 4 da espécie Amazona
rhodochoryta e 3 da  espécie
Anodorhynchus hyacinthinus.

3.3. Amostragem

A amostragem esta apresentada no Quadro
7. Foram coletados swabs cloacais de 80
aves do CETAS de Belo Horizonte ao acaso
e sangue e swab cloacal de 30 aves ao
acaso, sangue e swab cloacal de 16
amostras de aves selecionadas por
apresentarem sintomatologia, no CETAS de
Belo Horizonte, 18 amostras de swab
cloacal de aves do CETAS de Uberaba e
140 amostras de figado de aves gque vieram
a 6bito e foram necropsiadas no Setor de
Doenga das Aves da UFMG, incluindo
animais do CETAS de Belo Horizonte e de
criatérios comerciais, totalizando 330

amostras. As amostras foram coletadas
durante o periodo do més 01 de 2009 a més
10 de 2010.

As amostras cloacais foram coletadas com
hastes flexiveis estéreis e colocadas em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS
0,15M) PBS (phosphate buffered saline)
(NaCl 8,77 gL-1, Na2HPO4 3,58 gL-1,
KH2PO4 1,36 gL-1) e mantidas a —20°C. O
sangue foi coletado por puncdo da veia
braquial e foram retirados mais ou menos
0,5 ml, em tubos com ou sem EDTA e
mantidos a —20° C. As aves que vieram a
Obito foram necropsiadas e amostras de
figado foram coletadas e mantidas a —20°C.
Com poucas excecdes, as aves foram
anilhadas e pesadas. As aves foram
escolhidas aleatoriamente e examinadas
logo a chegada ao CETAS, antes de ter
contato com qualquer outro animal do local.

Quadro 7. Locais de coleta, nimero e tipo de amostras dos psitacideos

Local da coleta Numero de amostras Tipo de amostra
CETAS BH 80 Swab cloacal
CETAS BH 140 Figado
CETAS BH 30 Swab cloacal
CETAS BH 30 Sangue
CETAS Uberaba 18 Swab cloacal
CETAS aves com problemas de empenamento 16 Swab cloacal
CETAS aves com problemas de empenamento 16 Sangue
Total de amostras 330

3.4. Contencéo das aves

As aves foram contidas fisicamente pelo
médico veterinario responsavel, sem o uso

de contencdo quimica, visando reduzir o
estresse e 0 risco de eventuais efeitos
colaterais indesejaveis da sedacdo quimica.
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3.5. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA dos tecidos (figado) foi
feita pelo método de silica seguindo o
protocolo de Boom et al. (1990) modificado
por Caxito et al. (2007). A extragdo foi
realizada através da reacdo de mais ou
menos 1 cm cubico de material bruto
(figado) previamente macerado com trés
volumes (600pul) de iodeto de sodio (Nal)
sob aguecimento a 55°C e agitacdo por 15
min. O material obtido foi entdo submetido
a centrifugacdo por 15 minutos a 40009 e o
sobrenadante coletado com o auxilio de
uma pipeta. Foram adicionados a mistura
50ul de suspensdo de silica e a nova
mistura foi homogeneizada com o auxilio
de um vortex. A mistura foi incubada em
agitador por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apo6s centrifugacdo por 30
segundos a 14000g, o sobrenadante foi
descartado por inversdo do tubo.

O sedimento foi ressuspendido em 1 ml de
Nal e rapidamente homogeneizado com o
auxilio de um vortex. A mistura foi
centrifugada por 30 segundos a 14000g e o
sobrenadante descartado.

O sedimento foi lavado duas vezes com 1
ml de tampdo de lavagem (Etanol 50%,
50mM Tris-HCI pH8,0, 10mM EDTA pH
8,0). Apds centrifugacdo por 30 segundos a
14000g todo o tampdo de lavagem foi
removido com o auxilio de uma pipeta.

Foi adicionado 1 ml de acetona e apds
homogeneizagdo no vortex, e centrifugacéo
por 30 segundos a 14000g, o sobrenadante
foi descartado e o residuo de acetona
evaporado do sedimento em tubo com
tampa aberta, mantido a 55°C por 10
minutos.

O DNA aderido a silica foi eluido por
adicéo de 50ul de TE (5 mM Tris-HCI pH
8,0, 0,5 mM EDTA pH 8,0), incubado a
55°C por 10 minutos e o tubo foi
centrifugado por 30 segundos a 140009
para  solidificar o  sedimento. O

sobrenadante (DNA molde) foi removido
com o auxilio de uma pipeta e estocado em
freezer a -20°C até a hora de uso.

A extragdo do DNA dos swabs cloacais foi
feita da mesma maneira como citado acima,
modificando somente as etapas inicias nas
quais foram adicionados trés volumes
(600ul) de iodeto de sodio (Nal) sob
aquecimento a 55°C e vorterizagdo por 15
min como citado. O material obtido foi
submetido a centrifugacdo durante 4 min.
em agitacdo e entdo os swabs foram
retirados com o auxilio de uma pinga. A
partir dessa etapa adicionou-se a silica o
método utilizado foi 0 mesmo.

A extragdo do sangue foi feita também com
similaridade ao método de extracdo do
figado, modificando a etapa inicial na qual
se utilizou 50 pl da amostra de sangue
adicionando-se trés volumes (600 ul) de
iodeto de sdédio (Nal) sob aquecimento a
55°C e agitacdo por 15min. A partir dessa
etapa adicionou-se a silica e o método
utilizado também foi 0 mesmo.

3.6. Determinacao espectrofotomé-
trica da concentracéo de DNA

As amostras de DNA total extraidas foram
analisadas e quantificadas por leitura em
espectrofotdmetro  NanoDrop ND-1000.
Este aparelno permite a andlise e
quantificacdo de amostras de 4&cido
nucléicos utilizando 1ul da amostra de
interesse. E ligado a um computador que
analisa os dados enviados pelo aparelho e
estima a quantidade de DNA na amostra
em ng/pl e a qualidade do material pelo
valor obtido na razao DO2sonm/DO2s0 nm-

3.7. Condicgdes da reacdo em cadeia
pela  polimerase (PCR) para
amplificacdo de parte do genoma do
circovirus dos psitacideos
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O DNA total das amostras foi empregado
como molde para a amplificacdo de parte
do genoma do circovirus dos psitacideos
pelo PCR. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores (Quadro 8) de
acordo com Ypelaar et al. (1999).

Os oligonucleotideos iniciadores foram
confeccionados pela INVITROGEN Life
Technologies (S&o Paulo, Brasil), e
armazenados a -20°C em sua
formareconstituida em TE. O controle
positivo utilizado foi amostra de sangue de
Psittacula krameri (Ring neck). A ave
apresentou sintomatologia crénica da

doenca e foi confirmada como sendo
positiva por PCR, sequenciamento da
amostra e comparacdo no GenBank,
apresentando similaridade com amostras
anteriormente sequenciadas. A amostra
utilizada como controle positivo foi
denominada como BH 27.

Os primers foram desenvolvidos de acordo
com o posicionamento em ORF 1 (Fig. 5)
e tém como produto uma sequéncia de 717
pb (Ypelaar et al., 1999).

Quadro 8. Iniciadores, sequéncias de bases e localizagdo gendmica dos primers utilizados no

estudo

Primer Sequencia (5°— 3°) Posicao BP
1 5-AACCCTACAGACGGCGAG-3 182+199

2 5-GTCACAGTCCTCCTTGTACC-3 879+898

Ypelaar et al., (1999).

Os primers citados acima amplificam
regides dentro da cadeia aberta de ORF 1
produzindo produtos consistentes.
Oligonucleotideos baseados em regifes
fora da ORF1 ndo produziram produtos
consistentes do PCR, sugerindo haver
variagbes genéticas fora da ORF 1
(Ypelaar et al., 1999).

3.8. Anélise dos
amplificados em PCR

produtos

Ap6s o ciclo de amplificacdo, a cada SuL
do produto amplificado foram adicionados
2uL de tampdo corante de amostra (60%
de glicerol, 10% de TBE 10X e azul de
bromofenol) na concentracdo de 5X), e
submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, em tampdo de corrida
TBE 0,5 X (100mM Tris-base pHS8,3,
25mM EDTA e 50mM 4cido bérico).

31



ORFA1

Fig. 3. Posicdo e orientagdo dos primers
utilizados para a amplificagdo de ORF1 do
genoma do BFDV.

A corrida foi realizada em temperatura
ambiente, com tempo médio de 20 minutos,
em voltagem constante (100 V). Apés a
corrida, o gel foi corado com brometo de
etidio (10mg/ml), por 20 minutos, em
ambiente desprovido de luz, para a
visualizacéo dos fragmentos.

Para  visualizacdo  dos  fragmentos
amplificados, utilizou-se transiluminador
ultravioleta (254nm - Pharmacia LKB
MacroVue TM , Amersham, EUA).

3.9. Sequenciamento

3.9.1. Reagéo de sequenciamento

O sequenciamento foi feito no laboratério
de Genética e no Setor de Doenca das Aves
da UFMG. Os produtos amplificados foram
submetidos a um  processo  de
sequenciamento pelo método de
dideoxinucleotideos, descrito por Sanger et
al. (1997), em um sequenciador automatico
capilar (ABI 310, Applied Byosistems,
Estados Unidos), utilizando o kit Big Dye
Terminator Mix (Applied Biosystems,

Estados Unidos), de acordo as condic¢des de
reacdo e leitura indicadas pelo fabricante.
Aproximadamente 1ul do produto de PCR
purificado foi utilizado em cada reacdo de
sequenciamento, adicionando 1 pl de cada
iniciador na concentracdo de 10 pmol, 2 pl
de Big Dye, 1,5 pl de tampédo Save Money
(Applied Biosystems, Estados Unidos) e
agua milliQ quantidade suficiente para 10
pl. A reagéo de sequenciamento foi feita em
termociclador (PTC-100, MJ Research,
Inc., Estados Unidos), utilizando o seguinte
ciclo: desnaturacéo a 96°C por 15 segundos,
anelamento do iniciador a 50°C por 15
segundos, extensdo a 60°C por 4 minutos,
sendo esse ciclo repetido por 30 vezes. Em
seguida, o produto da reacdo de
sequenciamento  foi  purificado  por
precipitacdo utilizando isopropanol e etanol
e homogeneizado em formamida, sendo
entdo feita a desnaturacdo rapida a 95 °C
por 2 minutos e colocado no gelo
imediatamente. O sequenciamento foi feito
pelo programa Sequencing Analyses verséo
5.2 da Applied Biosystems.

3.9.2. Montagem e edicdo das
sequéncias nucleotidicas

Para analise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos
pelo sequenciamento das fitas senso e anti-
senso, foi utilizado o programa Bioedit
(Hall, 1999).

3.9.3. Busca das sequéncias similares
em bancos de dados

Para inicio das analises, todas as sequéncias
finais geradas foram comparadas com
sequéncias disponiveis no banco de dados
do National Center for Biotechnology
Information (NCBI -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os
algoritmos dos programas BLAST 2.0
(Basic Local Alignment Search Tool),
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BLASTN e BLASTX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/),
desenvolvidos pelo NCBI, foram utilizados
para a busca de similaridade entre os
nucleotideos e amino&cidos,
respectivamente (Altschul et al., 1997).

3.9.4. Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos das sequéncias de
nucleotideos e sequéncias inferidas de
aminodcidos foram feitos com o auxilio dos
programas Clustal W versdo 1.6
implementado no programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA
5.0/  www.megasoftware.net) versdo 5.0
para Windows. Todos o0s alinhamentos
foram revisados e editados manualmente
quando necessario.

3.9.5. Analises filogenéticas

Para analise da qualidade das bases de
nucleotideos dos eletroferogramas, obtidos
pelo sequenciamento das fitas senso e anti-
senso, foi utilizado o programa BioEdit
(Hall, 1999). Todas as sequéncias finais
geradas foram comparadas com sequéncias
disponiveis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As
sequéncias de nucleotideos e aminoécidos
foram alinhadas com as sequéncias de
PBFD depositadas no GenBank com o
auxilio do programa Clustal X (Thompson
et al., 1997), implementado no programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis
MEGA versdo 5.0 e no programa BioEdit
para Windows (Tamura et al., 2011).

A andlise filogenética dos nucleotideos e
dos aminoéacidos do gene VP1 foi feita
usando 0 método neighbor-joining, com o
programa MEGA 5.0. Neste mesmo
programa, os dados foram submetidos ao
teste de confianca em topologia (Bootstrap)

com 1000 reamostragens, para testar o grau
de confiabilidade dos agrupamentos obtidos
nas arvores filogenéticas. Com o método de
substituicdo de nucleotideos Kimura 2-
pardmetro (Kimura, 1980) e o método de
substituicdo de aminoacidos JTT (Jones et
al., 1992).

3.10. Histopatologia

Alguns animais que vieram a 6bito durante
0 periodo do experimento foram
necropsiados. Foram coletadas amostras de
figado, rins, bago, coragdo e mantidos no
formol a 10%. Dos animais positivos no
PCR dos quais havia o material preservado
em formol foram feitos procedimentos de
rotina e a coloracdo utilizada foi
hematoxilina-eosina.

3.11. Prevaléncia

A prevaléncia para a doenca foi calculada
de acordo com a seguinte férmula, de
acordo com Smith, (1994).

Taxa de Prevaléncia = Numero de casos

Numero de Individuos Estudados
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4. Resultados e discussao

4.1. PCR

Os resultados estdo apresentados a Tab. 1.
Um produto de 717 pares de bases foi
obtido (Fig. 4), compativel com a descricéo
da literatura (Ypelaar et al., 1999). Entre as
amostras coletadas de swabs cloacais
(n=110) de aves do CETAS de Belo
Horizonte 0% foram positivas. Entretanto,
das amostras de figado (n=140), 7,85%
(11/140) foram positivas para PBFD. Das
aves que tiveram swabs cloacais analisados,
19 vieram a Obito e amostras de figado
também foram analisadas, sendo 21%
(4/19) positivas na analise das amostras de
figado e 0% positivas (0/19) para PBFD na
analise das amostras de swab cloacal. Das
amostras de sangue 0% (0/30) foram
positivas para PBFD.

Entre as amostras de swab cloacal das aves
do CETAS de Uberaba, 100% (0/18) foram
negativas (swab cloacal).

Das amostras de coletadas nas aves
selecionadas com problema de
empenamento, 6,25%  (1/16) foram
positivas em sangue e 0% (0/16) foram
positivas para amostras de swab cloacal.

As espécies Amazona aestiva e Ara
ararauna foram positivas. Existem poucos
relatos no Brasil nessas espécies e pode
haver algum fator associado de maior
susceptibilidade. Sugere-se atencdo para o
risco da mistura de aves de origens e
espécies diferentes. As aves da espécie
Amazona aestiva positivas apresentaram-se
assintomaticas, ja a arara canindé (Ara
ararauna) positiva apresentou
sintomatologia clinica que serd descrita
posteriormente (Fig. 5, 6 e 7).

Foram negativas as espécies Aratinga
leucophtalma, Pionus maximiliani,
Guarouba guarouba, Amazona amazonica,

Amazona vinacea, Amazona rhodochoryta e
Anodorhynchus hyacinthinus.

Os resultados detalhados estdo descritos nas
tabelas 1, 2 e 3.

Ml C+ C=ani 2 3 4 5

717bp  717bp

700pb

100pb

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado com brometo de etideo mostrando
0 segmento esperado de 717 pb da ORF 1, de
produtos amplificados de amostras de figado de
Amazona aestiva. Canaletas PM peso molecular
(100 pb), C+ controle positivo, C-controle
negativo, 1, 2, 3, 4 e 5 amostras de campo.

Do total de 330 amostras 3,63% foram
positivas para PBFD e do total de animais
testados 6,31% (12/190) foram positivos
para PBFD. Segundo Dahlhausen e
Radabaugh (1993) nas aves do novo
mundo, as taxas chegam apenas a cerca de
4% (géneros Ara e Amazona). Poder-se-ia
justificar a maior ocorréncia em nosso
estudo, tendo em vista que as condigdes em
triagem poderiam favorecer a disseminacéo
de BFDV. A avaliagdo clinica e de outros
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pardmetros das aves testadas com
sintomatologia clinica condizente com
PBFD estdo citadas na Tabela 3. Algumas
aves podem desenvolver uma resposta
imune protetora com auséncia de sinais
clinicos e eliminagdo viral com re-
agudizacdo da infeccdo em condicBes
adversas (Dahlhausen e Radabaugh, 1993).
Um estudo semelhante foi realizado por

Khalesi et. al. (2005).

Tabela 1. Locais de coleta, nimero e tipo de amostra e porcentagem de amostras positivas

Local da coleta MITEDE Tipo de amostra Porcen?a-gem de
amostras positivos
80 (61+19) Swab cloacal 0%
CETAS BH 1401%521 ¥ Figado 7.8%
Figado + Swab
19+19 cloacal do mesmo 21% e 0%
animal
30 Sangue 0%
CETAS Uberaba 18 Swab cloacal 0%
CETAS aves com problemas de 16 Swab cloacal 0%
empenamento
16 Sangue 0%
Total de amostras 330 SEMGE S5 3,63%

cloacal + figado
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Tabela 2. NUmero de amostras e porcentagem de positivos por tipo de material coletado

NUmero de amostras coletadas

Porcentagem  de  amostras

por tipo de material positivas
Swab cloacal 144 0%
Figado 140 7,8%
Sangue 46 2,1%
Total de amostras 330 3,63%

A infeccdo de aves saudaveis devido ao
contato com portadores assintomaticos ja
foi descrita e sabe-se da capacidade de
algumas espécies de manterem infeccOes
latentes (Phalen, 2006; Picarra, 2009). A
partir da realizagdo de testes de diagndstico
preventivos, a deteccdo dos animais
portadores do BFDV permite isola-los e
impedir o contagio da PBFD.

Os dados das aves com alteragbes de
empenamento (Tab. 3) do CETAS de Belo
Horizonte foram obtidos de acordo com o
preenchimento da ficha clinica (Anexo 1),
baseada em Rupley (1999).

A partir de estudos recentes, sabe-se que a
infeccdo por BFDV pode resultar em sinais
clinicos em psitacideos do Novo Mundo
(Phalen, 2006; Picarra, 2009) embora
alguns autores acreditarem que tal efeito
ndo deveria ocorrer (Gerlach, 1999). A
infeccdo das aves nativas do Neotropico
pode ser muito importante, pois pode afetar
a sua saude e viabilidade, com riscos a
recuperacao das espécies ameagadas.
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Tabela 3. Avaliacdo clinica e deteccdo molecular do DNA de BFDV por PCR em psitacideos
com problemas de empenamento

Ficha

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

Espécie

Amazona
aestiva

Aratinga
leucophtalma

Amazona
aestiva

Ara ararauna

Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

Amazona.
amazonica

Pionus
maximiliani)
Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

Aratinga
leucophtalma

Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

Amazona
aestiva

PCR

C.C.

Boa

Boa

Boa

Boa

Boa

Regular

Boa

Regular

Boa

Regular

Regular

Ruim

Regular

Ruim

Regular

Regular

Ht%

61

58

50

50

50

41

53

47

54

51

62

48

46

58

54

Pplas

6,2

41

4,7

3,6

47

4,8

6,7

5,8

4,6

6,8

4,0

3,4

5,4

7,0

Problemas Observados

Blefarite no olho direito, auséncia de penas na
cabeca, ao redor dos olhos, asas e na regido
dorsal. Coloracdo anormal (amarelada com
pontos vermelhos na face). Canhdo das penas
expostos na asa direita.

Auséncia de penas no dorso do corpo,
descamacdo da pele, canhGes de penas
eXpostos.

Penas amorfas nascendo no peito, nas asas e
no dorso e no dorso das asas penas
quebradicas, soltando facil e amorfas.

Penas escassas na regido da cauda, amorfas e
canhdo das penas exposto nas asas. Auséncia
de penas nas asas (primarias e secundarias).
Auséncia de penas na regido do dorso, peito e
asas, penas friaveis ao remover, amorfas e de
coloracéo anormal.

Auséncia de penas na cauda, nas asas,
crescimento anormal e canhBes expostos na
cauda. Penas amorfas.

Penas amorfas de coloracdo escura, auséncia
de penas no peito, penas amorfas na cauda.

Auséncia de penas na cabeca, na cauda, penas
amorfas.

Ruptura de saco aéreo na regido do dorso da
cabeca, auséncia de penas no dorso da cabega.

Penas amorfas, sinusite, auséncia de penas no
dorso das duas asas.

Ruptura de saco aéreo na regido tordcica
(peitoral), penas amorfas em pequena
guantidade no dorso. Penas amorfas na cauda.

Penas da face amorfas, conjuntivite,
escamagcdo do bico, sinusite.

Auséncia de penas na cabeca, rabo e asas.

Auséncia de penas na cabeca, penas amorfas
na quilha do esterno. Penas com coloragdo
anormal.

Sinusite, dificuldade respiratéria, penas
amorfas.

Penas amorfas nas asas e na cabeca.
Laceracdo na cabeca (dorso).

Notas: C.C. - condicdo corpdrea; Ht- hematocrito; Ppla — proteina plasmatica %.
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A maioria dos sinais observados nas aves
estudadas com alteracGes de empenamento
foi, provavelmente, devido a causas
externas a PBFD, ja que, das 16 aves
avaliadas clinicamente com quadro de
alopecia, apenas uma foi positiva para
BFDV. Entretanto, pode ocorrer também
que as aves infectadas pelo BFDV néo
estavam em fase de viremia, ndo sendo
BFDV detectavel pela PCR em um Unico
teste.

Figura 5. Arara Canindé (Ara ararauna) do
CETAS de Belo Horizonte positiva para PBFD
(PCR).

Figura 6. Arara Canindé (Ara ararauna) com
penas disformes, quebradicas, auséncia de penas
na asa.

Os swabs cloacais das aves amostradas em
todo o estudo foram quantificados e
resultaram em sua maioria, em menos de
200 ng de DNA por uL e pureza muito
abaixo de 2 (média entre 0,4 e 0,5)
indicando que para 0 método de extracdo
utilizado, o swab cloacal ndo seria 0 mais
recomendado. A negatividade do swab
cloacal de individuos positivos no figado
poderia ser explicada pela presenca de
inibidores de DNA, potencialmente de
origem fecal. Outra possibilidade seria um
estado de laténcia, no qual haveria a
integracdo do genoma de BFDV em poucas
células do hospedeiro, sem eliminacéo
fecal.

Figura 7. Arara Canindé (Ara ararauna) com
penas distrdficas, auséncia e quebra de penas,
especialmente visiveis na cauda.

De forma a aumentar a sensibilidade do
teste efetuado, o controle laboratorial
sistemético deverd consistir na retirada de
amostras de swab cloacal, juntamente com
a amostra de sangue, e se 0 animal vier a
6bito, o recolhimento de amostras de tecido
do figado, visto que a andlise conjunta das
amostras bioldgicas pode ser mais sensivel
(Khalesi et al,. 2005).

O PCR de amostras de sangue pode ndo ser
a melhor andlise para exames de
monitoramento e rotina, pois podem surgir
falsos negativos e também pode ocorrer a
ndo deteccdo de aves portadoras

38



assintomaticas que ndo estdo em fase
virémica. Nestes casos, poderd ser mais
indicado realizar andlise genética de
amostras conjuntas dos varios tecidos
(sangue, penas e swab cloacal) (Picarra,
2009).

Como j&  descrito  anteriormente,
anormalidades nas penas podem ser devido
a varios fatores e uma investigacdo
minuciosa do médico veterindrio ¢é
necessaria para um diagndstico preciso.

O principal foco do atual estudo foram os
psitacideos da fauna brasileira,
principalmente o papagaio verdadeiro, e 0s
resultados foram positivos, indicando que
também sdo susceptiveis a doenca e,
portanto devem também considerados como
importantes objetos de estudo.

Apesar de ndo apresentarem sintomatologia
na maioria das vezes, sdo portadores e
transmissores da doenga. Observou-se que
0s psitacideos estudados apresentaram na
grande maioria dos casos, infeccdo
assintomatica, condizente com estudos ja
publicados e torna-se importante, pois
sabemos tratar-se de possiveis fontes de
contagio e dispersdo do virus (Dahlhausen e
Radabaugh, 1997).

As aves positivas foram recebidas na rotina
dos Cetas sem apresentar alteracOes
relacionadas ao empenamento,
comprovando que um levantamento da
doenca nos plantéis é de grande
importancia. Os sinais classicos observados
(Fig. 8) em aves da fauna exotica ndo foram
observados nos animais da fauna brasileira.

Figura 8. Psittacula krameri (Ring Neck)
positiva para BFDV por PCR e sequenciamento.
Ave com auséncia de penas na regido toraco-
abdominal com lano de idade e infec¢do
cronica.

Atualmente os criatérios, principalmente
comerciais, tém grande variedade de
psitacideos silvestres e exdticos sendo
criados  conjuntamente  facilitando a
dispersdo da doenca. Observou-se na rotina
do laboratério de doenca das aves da
UFMG que surtos estdo ocorrendo em
criatérios  comerciais de  psitacideos
exoticos. O atual estudo demonstra que uma
relacdo entre a contaminagdo entre aves
exdticas e aves silvestres pode estar
ocorrendo. Matrizes positivas para BFDV
devem ser retiradas da reproducdo, tendo
em vista o risco de transmissdo vertical. A
venda de aves positivas ndo deve ocorrer
pois é risco potencial de transmissdo e
disseminacgdo da doenga entre criatorios. O
controle desse comércio é muito dificil,
porque na maioria das vezes os donos dos
criatérios estdo interessados no lucro que
obterdo com a venda das aves,
desconsiderando os riscos e 0 impacto que
poderdo causar a fauna revendendo animais
positivos para PBFD. Recomenda-se para
aves positivas a eutandsia. N&o existe
tratamento comprovado para a doenga em
questdo. Deve-se levar em conta a espécie,
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a idade e a origem da ave em questdo no
diagndstico da doenga (Phalen, 2006;
Picarra, 2009; Ritchie, 1995).

Neste estudo, aves ameacadas, como a
ararajuba e arara azul que vieram a o6bito e
foram encaminhadas para o laboratdrio,
foram negativas para PBFD.

Tal como referido por Bert et al. (2005) a
aplicagdo de métodos de diagndstico de
forma sistemética, especialmente nos
centros de triagem, criacdo e dos circuitos
comerciais ¢ uma forma de combater e
reduzir a prevaléncia da PBFD. O
isolamento efou eliminacdo dos animais
positivos, junto com as medidas de
quarentena minimas, permitiu diminui¢do
da prevaléncia nos EUA (Bert et al., 2005)
e poderia obter resultados semelhantes na
regido geografica estudada. Os animais
recém-adquiridos devem  sempre  ser
colocados em quarentena pela possibilidade
de ocorréncia de falsos negativos
laboratoriais e de quadros silenciosos em
animais ndo testados (Olsen e Speer, 2009).

A vacinagdo individual dos psitacideos
podera ser a ferramenta de eleicdo num
futuro mais ou menos préximo, no controle
da BFDV. A vacina podera ser produzida
através da  proteina  recombinante
recBFDVcap (Bonne et al., 2009), embora
sejam necessarios estudos que permitam
confirmar a eficacia e seguranca da vacina.

4.2. Sequenciamento

Foram analisadas sequéncias de BFDV
encontrados em duas amostras de figado
(BH 215 e BH 732) de papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva) que foram comparadas a
amostra BH 27 de Ring-Neck (Psittacula
krameri) (controle positivo). A estirpe BH
27 foi considerada positiva apos resultado
positivo por PCR e sequenciamento.
Demonstrou-se  alta  qualidade  do
eletroferograma das estirpes positivas por

PCR que foram sequenciadas. Atribui-se
esses resultados a utilizacdo de pares de
iniciadores altamente especificos (Ypelaar
et al., 1999). Confirmou-se a similaridade
das sequéncias obtidas em comparacdo com
sequéncias disponibilizadas no GenBank,
com identidade unicamente com estirpes de
BFDV. As trés amostras foram depositadas
no GenBank (JQ649409 a JQ649411).

4.2.1. Analise da sequéncia de
nucleotideos e andlise da sequéncia
deduzida de aminoé&cidos

Foram analisadas as sequéncias de BFDV
de duas estirpes, BH 215 e BH 732, obtidas
do figado de Amazona aestiva, em
comparagao com sequéncias
disponibilizadas no GenBank, resultando
em identidade apenas com estirpes de
BFDV.

Para estirpe BH 215 o alinhamento das
sequéncias de nucleotideos com as
sequéncias de estirpes publicadas, revelou
19 substituicdes de nucleotideos. Baseado
nas comparagbes de porcentagem de
homologia, obteve-se identidade de 97,2%
com a estirpe AF311302.1 de Cacatua
galerita, com escore foi 1181 bits (639)
nucleotideos. N&o houve insercdo nem
delecdo de bases.

Para a estirpe BH 732, a andlise da
sequéncia dos 659 nucleotideos entre as
posicBes 203 a 861, em alinhamento com
alguns isolados publicados, revelou 18
substituicbes de nucleotideos. Com base
nas comparacfes de porcentagem de
homologia foi encontrada identidade de
97,2% com GQ165758.1 do isolado
BK53ZA 86 de periquito (Melopsittacus
undulatus), com escore de 1118 bits (605)
nucleotideos, demontrando alta
confiabilidade e e-value baixo indicativo de
bom alinhamento. N&o houve inser¢cdo nem
delecdo de bases.
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As andlises das sequéncias de
aminoécidos deduzidos revelaram, para a
estirpe BH 215, que ndo houve substituicdo
de aminoacidos, com 99% de similaridade
com a sequéncia (ACY78221.1) do isolado
BKS3ZA 86, ocorrendo substituicdo dos
aminodcidos treonina por alanina. Essa
substituicdo pode significar troca natural
(mutagéo) e potencial alteracdo da fungéo
da proteina, podendo, entretanto, ser devida
a erro durante a polimerizagdo. Entretanto,
a andlise da sequencia de 232 amino&cidos
entre as posices 180 e 696, revelou 100%
de identidade. Outros sequenciamentos da
mesma estirpe serdo necessarios para
esclarecer se a troca é real.

O alinhamento das sequencias de
aminoacidos deduzidas para a estirpe BH
732  ndo revelou  substituicdo de
aminodacido, com 98% de similaridade com
a sequencia ACY78221.1 (Africa do Sul),
com indicacdo de substituicdo positiva de
acido aspartico por acido glutamico,

ES
%21

BH732

BH215

embora com 100% de similaridade no
segmento de 219 aminoacios entre as
posicBes 25 e 243. A substituicdo observada
entre amino&cidos de carater semelhante
(&cidos) parece ndo acarretar alteragcdes na
funcdo protéica.

4.2.2. Andlise filogenética

Para a construcdo da arvore
filogenética por substituicao de
nucleotideos foram escolhidas sequéncias
depositadas no GenBank de estirpes de
BFDV origindrias de regibGes distintas,
geograficamente distantes em diferentes
continentes e também a amostra controle
BH 27 também depositada no Genbank
(JQ649411), na tentativa de estabelecer
alguma relacdo geogréafica entre as
sequéncias obtidas nesse estudo e aquelas
depositadas (Fig. 9).

AB277746 1lisolate: MU-JP1P
GQ165758.1Isol BKS3ZA 86

[AF31 1302.1CacatuaGalerita
100 L- AF311298.1 Eolophus roseicapillus Australia

BH27

AY521237.1 PEGO7 USA
| GU047347 1 isolate PT09-2 Portugal
100 | UF501530.1 IT33 halia gene rep

EF457974 1 Isolate 05-106 Australia

| e
0.005

AY450434 1isolateWBC1-ZA Africa do sul

GU015023.1isol.BFDV16Thailandia
DQ304756.1 Taiwan TW04-13

Figura 9. Dendograma construido pelo método de “neighbor-joining”, usando o modelo de substituicdo
de nucleotideos Kimura-2 parametro, implementado no programa Mega 5.0. Os nimeros representam os
valores de Bootstrap (1000 reamostragens) em que >70 sdo considerados confiaveis. Amostras deste

identificadas com BH 632 e BH 215.
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a4  AF311302.1CacatuaGalerita
AF311298.1 Eolophus roseicapillus Australia

BH215

GQ165758.1Isol BKS3ZA 86
34 AB277746 1isolate: MU-JP1P
BH732

AY521237.1 PEGO7 USA

48 GU047347 1 isolate PT09-2 Portugal
95 |~JF501530,1 IT33 Italia gene rep

EF457974 1 Isolate 05-106 Australia

BH27

34 DQ304756.1 Taiwan TW04-13

GU015023.1isol. BFDV16Thailandia

0.005

AY450434 1isolateWBC1-ZA Africa do sul

Figura 10. Agrupamento entre amostras de PBFD do presente estudo e de outras partes do mundo
depositadas no GenBank com base no segmento de 210 aminoécidos da regido que codifica a proteina
VP1. O dendograma foi construido pelo método de “neighbor-joining”, usando modelo de substituigdo de
aminodcido do JTT implementados no programa MEGA 5.0. Os valores de reprodutibilidade das analises
estdo apresentados em porcentagens e sdo referentes a 1000 repeticBes (Bootstrap).

Os resultados obtidos com agrupamento de
nucleotideos (Fig. 9) permitiram estabelecer
relacdo geogréfica entre as sequéncias
avaliadas, sendo a estirpe BH 732 bastante
similar as estirpes MU-JP1P (Japdo) e
GQ165758. O bom alinhamento das
sequéncias, obtido nos testes de
similaridade, reforca a boa qualidade das
sequéncias e indica que ndo houve resultado
falso-positivo. A estirpe BH 215 se mostrou
similar @ AF 311302.1 Cacatua galerita e
AF 311298.1 Eolophus roseicapillus
Australia. Ja a estirpe BH 27 é bastante
similar a Ay 521237.1 PEG 07 USA. Néo
houve insercdo nem delecdo de bases nas
sequéncias estudadas.

Os resultados obtidos com agrupamento de
aminoacidos  (Fig.  10)  permitiram
estabelecer relacdo geografica entre as
sequéncias avaliadas, sendo a estirpe BH
732 bastante similar as estirpes MU-JP1P
(Japdo) e GQ165758. O bom alinhamento
das sequéncias, obtido nos testes de
similaridade, reforca a boa qualidade das
sequéncias e indica que ndo houve resultado
falso-positivo. A estirpe BH 215 se mostrou
similar & AF 311302.1 Cacatua galerita e
AF 311298.1 Eolophus roseicapillus
Australia. Ja a estirpe BH 27 é bastante
similar a DQ 304756.1 Taiwan TWO04-13.
N&o houve insercdo nem delecdo de bases
nas sequéncias estudadas.

Menor similaridade foi encontrada de
ambos isolados BH 215 e BH 732 com 0s
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isolados WBC1-ZA (Africa do Sul), TW04-
13 (Taiwan) e BFDV16 (Tailandia).

Nenhum isolado deste estudo apresentou
100% de homologia de nucleotideos. A
estirpe  BH 215 apresentou  maior
similaridade com as estirpes
GQ165758.11sol_BKS3ZA_86 (97,2%) e
AB277746.1isolate:_ MU-JP1P (97,2%). A
estirpe  BH 732 apresentou  maior
similaridade com AF311302.1 Cacatua
galerita (97,2%) e AF311298.1 (Eolophus
roseicapillus, Australia) (97,1%). As
estirpes BH 215 e BH 732 (de Amazona
aestiva) apresentaram similaridade com o
controle positivo BH 27 (de Psittacula
krameri) de 94,1% e 93,8%,
respectivamente (Tab.4).

Nenhum isolado deste estudo teve 100% de
homologia dos aminoacidos. A estirpe BH
215 apresentou maior similaridade com as
estirpes GQ165758.1 isolado BKS3ZA 86,
AB277746.1 isolado MU-JP1P,
AF311298.1 de Eolophus roseicapillus
Australia e AF311302.1 de Cacatua
galerita, de 99,1 %. A estirpe BH 732
apresentou  maior  similaridade  com
GQ165758.1 isolado BKS3ZA 86 e
AB277746.1 isolado MU-JP1P, de 99,5%
(Tab.5).

4.3 Histopatologia

Os resultados das estirpes de 8 aves
positivas pela técnica PCR que vieram a
Obito e foram necropsiadas no Laboratdrio
de Doenca das Aves da UFMG estdo
descritos no Quadro 9.

Observou-se que das oito aves, duas eram
machos, cinco eram fémeas e uma néo teve
0 sexo determinado. O acesso ao resultado
da necropsia do animal 15 ndo foi possivel.
Néo ha relacdo dos achados
histopatoldgicos com  circovirus neste
animal. Os achados remetem a condicéo

neoplasica que pode estar associada a
retrovirus. Sugere-se que no animal 412
havia algum agente que estava em
replicacdo no figado (Fig. 10a e 10b). Pode
ter ocorrido imunodepressao por circovirus
(lesdo sugere infeccdo viral). No animal
732 a perda de hepatdcitos pode indicar
provavel replicacdo de agente, sugerindo
gue possa ser, por exemplo, uma infecgéo
por herpesvirus. A guantidade de linfocitos
diminuida indicou depressdo da imunidade,
que pode ser gerada pela infecgdo por
circovirus. Na ave 865 partir dos resultados
as lesdes sugeriram um quadro de
hemocromatose. O aumento na quantidade
de plasmacitos e diferenciacdo leucocitéria
indicaram que a ave estava em processo
inflamatdrio, decorrente possivelmente de
resposta a alguma infeccdo. Na ave 885
havia  presenca de  megacariocitos
possivelmente pelo fato da medula dssea
ndo estar repondo células levando a
ocorréncia de hematopoiese extramedular,
sugerindo anemia e hematocrito baixo. O
infiltrado leve € sugestivo de infecgdo viral.
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Tabela 4. Similaridade de nucleotideos do gene da proteina VP1 nos isolados brasileiros comparados com estipes descritas em outros paises.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 BH732 (Amazona aestiva)
2 BH215 (Amazona aestiva) 96,2
3 BH27 (Psittacula krameri) 94,1 938
4  GQ165758.1 isolado BKS3ZA_86 97,2 966 936
5 AB277746.1 isolado MU-JP1P 97,2 96,3 935 971
6 AF311302.1 Cacatua galerita 956 972 945 96,0 955
7 GU015023.1 isolado BFDV16 Tailandia 941 96,0 933 944 941 949
8  AY450434.1 isolado WBC1-ZA_Africa_do_sul 935 940 925 937 93,0 938 940
9 AF311298.1 Eolophus_roseicapillus_Australia 955 971 943 958 954 999 948 93,7
10 GU047347.1_isolado_PT09-2_Portugal 951 958 961 955 951 965 951 933 96,3
11 DQ304756.1_Taiwan_TW04-13 942 949 946 940 944 948 956 933 948 95,1
12 AY521237.1 PEGO7_USA 9%9 954 961 954 954 959 946 932 957 96,6 94,7
13 EF457974.1 isolado_05-106_Australia 941 944 928 943 940 945 940 924 946 941 944 948
14  JF501530.1_IT33 lItalia_gene_rep 95,1 959 960 956 951 965 951 933 964 1000 951 968 941
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Tabela 5. Similaridade entre aminoacidos dos genes da proteina VVP1 nos isolados brasileiros comparados com outros encontrados no mundo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 BH732 (Amazona aestiva)
2  BH215 (Amazona aestiva) 98,5
3 BH27 (Psittacula krameri) 95,6 95,6
4  GQ165758.1 Isolado_BKS3ZA_86 995 99,1 961
5 AB277746.1 isolado_MU-JP1P 995 991 96,1 100,0
6  AF311302.1 Cacatua galerita 985 991 951 991 991
7  GU015023.1 isolado BFDV16 Tailandia 951 968 941 959 959 959
8 AY450434.1 isolado WBC1-ZA_Africa_do_sul 941 940 931 940 940 931 926
9  AF311298.1 Eolophus_roseicapillus_Australia 985 99,1 951 99,1 99,1 1000 959 931
10 GU047347.1 isolado_PT09-2_Portugal 976 972 971 982 982 972 949 921 9772
11 DQ304756.1_Taiwan_TW04-13 979 968 974 974 974 963 963 936 963 97,4
12 AY521237.1 PEGO7_USA 976 973 9,1 982 982 973 949 921 973 98,2 96,3 !
13 EF457974.1 isolado_05-106_Australia 971 963 946 968 968 959 949 921 959 96,3 974 96,3
14 JF501530.1_IT33 ltalia_gene_rep 976 972 966 981 981 972 948 918 972 1000 974 981 96,2
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Quadro 9. Alteracdes macro e microscopicas em papagaios Amazona aestiva positivos por PCR para o virus da doenga do bico e das penas.

N Espécie Sexo Condigdo Necropsias Histopatologia
corporal
15  Amazona Figado: areas multifocais coalescentes com perda de hepatdcitos. Linfocito neoplésico. Presenca de células
aestiva em mitose de origem hematocitaria.
324  Amazona Fémea  Regular Hepatomegalia, autélise avancada, liquido no
aestiva pericardio.
325 Amazona Fémea  Regular Autolise.
aestiva
350 Amazona Fémea Ruim Hepatomegalia, esplenomegalia, candidiase,
aestiva autélise avangada.
412 Amazona Macho Caquexia Hepatomegalia, aerossaculite, esplenomegalia. Figado: aumento na quantidade de plasmadcitos, presenca de hemossiderina no interior dos macréfagos,
aestiva aumento moderado na quantidade de macrdfagos, autélise, focos de infiltrado multifocal linfoplasmocitario
associado ao espaco periportal. Foco de necrose sugestivo de herpesvirus. Bago: areas eosinofilicas, deplecéo
linféide. N&o ha presenca de chlamydophila ou corpusculos de incluséo.
721 Amazona Caquexia Proventriculo dilatado, trato gastrointestinal
aestiva hiperémico, petéquias no coragdo, no6dulos
caseosos raros no figado, placas esbranquicadas
no baco, proventriculo hemorragico, jejuno
hemorragico.
732 Amazona Fémea Caquexia Aerossaculite, hepatomegalia, esplenomegalia, Figado: congestdo (grande quantidade de hemacias), infiltrado linfoplasmocitario predominantemente na
aestiva gastroenterite hemorragica, pulmdo regido periportal, mas também no parénquima. N&o visualizou-se hepatécitos. Hepatite multifocal
esbranquicado. linfoplasmocitaria associada a necrose focal.
Baco: hemossiderose moderada, com aumento dos plasmacitos.
865 Amazona Macho  Regular Aerossaculite e hepatomegalia. Figado: Presenca de células inflamatérias, com proliferagdo de ducto biliar sugerindo lesdo cronica. Grande
aestiva quantidade de hemossiderina nos hepatécitos. Perda de hepatdcitos. Necrose multifocal. Infiltrado
plasmocitério periportal e no parénquima. Leve proliferacdo de ducto biliar. Hepatite plasmocitéria periportal.
Infiltrado neutrofilico. Hemossiderina associada a proliferacdo de ductos biliares associada a necrose de
hepatdcitos. Bago: hemossiderose. Aumento na quantidade de plasmacitos e na diferenciacéo linfocitaria.
N4o ha presenca de chlamydophila ou corpusculos de incluséo.
885 Amazona Fémea Ruim Gastroenterite hemorragica, esplenomegalia Figado: infiltrado linfoplasmocitério periportal de baixa intensidade, autélise, sem foco de necrose. Hepatite
aestiva linfoplasmocitéria leve. Bago: quantidade moderada de macrdfagos com hemossiderina. Presenca de

megacaridcitos. Deple¢do linfoide moderada. Ativacdo moderada de plasmécitos.
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Ndo foram encontrados corplsculos de
inclusdo intracitoplasmaticos.

Segundo Donoley (2003), algumas lesdes
histopatoldgicas podem ser tipicas de
PBFD, nomeadamente ao nivel dos 6rgdos
linféides onde se observa deplecdo
linfocitéria e infiltracdo leucocitéaria o que
foi observado em quatro estirpes. Os
resultados do exame histopatoldgico das
aves 412, 885, 865 e 732 sugerem gue esses
animais podem ter sofrido acdo de algum
um agente viral, possivelmente o BFDV,
conforme indicado pela PCR positiva,
assim como poderia ter ocorrido a co-
infeccdo por algum outro virus, que se
instalou na ave imunodeprimida pela
infeccdo por BFDV, como o herpesvirus,
por exemplo.

Figura 1la. Figado ave 412. Areas com
infiltrado linfoplasmocitario perivascular.

P Y. 75, IRt

Al :
Figura 11b. Figad

>

ve 412. Areas com
infiltrado linfoplasmocitario e hepatdcitos com

coloracéo amarelada

hemossiderina.

sugestiva de

Ap0s o diagndstico histopatoldgico, podem
ser aplicadas técnicas de PCR para a
deteccdo genbmica nas amostras teciduais
fixadas, para confirmar o diagndstico
(Gerlach, 1999).

4.4. Prevaléncia

Foram estudadas 190 aves sendo que destas
12 foram positivas para PBFD. A
prevaléncia da PBFD no estudo é de 6,3%
(12/190). Em Amazona aestiva (6,25%) e
Ara ararauna (33,33%) foi detectado o
genoma de BFDV. Entretanto, a
amostragem foi representativa apenas para
A. aestiva e ndo suficiente para as outras
espécies. A relacdo entre alteracBes da
qualidade das penas e a infecgdo por BFDV
ndo pode ser confirmada, apenas associavel
em um caso em Ara ararauna.

Os resultados de prevaléncia por espécie e
total sdo apresentados na Tab. 6.

A prevaléncia em paises europeus foi
estudada por Rahaus e Wolff (2003) e por
Bert et al. (2005). Rahaus e Wolff (2003)
determinaram uma prevaléncia da infeccéo
de 39,2% utilizando a técnica PCR da ORF
1 de penas em psitacideos na Alemanha
numa amostragem de 142 animais. Em
2005, Bert et al., determinaram um valor
mais reduzido para a prevaléncia de PBFD
na Italia — 8,05%, numa estirpe de 1516
animais. Estes autores realizaram analises
de PCR da ORF V1 de sangue de animais
vivos e, ocasionalmente, de penas do ninho
onde permaneceram filhotes que vieram a
Obito com suspeita de PBFD. A
discrepancia entre estes dois resultados
deve-se principalmente a natureza do
material bioldgico que foi testado (penas) e
a diferenca no tamanho das amostras. De
fato, essas diferencas ndo permitem sequer
que se comparem 0s resultados obtidos nas
duas publicacdes (Bert et al., 2005).

47



A diferenca entre as astirpes do estudo de
Rahaus e Wolff (2003) e as do atual estudo
poderia ser devida ao fato de os psitacideos
do novo mundo serem mais resistentes a
PBFD e ndo apresentarem sintomatologia,
sendo portadores da doenga. Diversos
autores tém descrito a menor predisposi¢do
das espécies americanas para um quadro
sintomatico (Gerlach, 1999). Essa diferenca
poderia ser também devida a natureza do
material bioldgico testado, visto que na
Italia foram feitos PCRs de sangue e pena.

As prevaléncias encontradas no estudo feito
na Italia (Bert et al., 2005) e encontradas no
presente estudo foram similares, embora
ndo diretamente comparaveis, devido as
diferencas das espécies de aves estudadas,
nimero de amostras e natureza do material
biolégico testado.

Ambos estudos realizados na Europa
apresentaram  prevaléncias elevadas e
bastante preocupantes, devido ao fato de
muitos filhotes poderem vir a 6bito com o

quadro agudo da doenca sem se chegar a
um diagnostico que possa entrar no célculo
da prevaléncia (Bert et al., 2005). Esses
resultados podem indicar que a propagacao
do virus no continente europeu pode estar
descontrolada e a PBFD pode ser
responsavel pela perda de grande
quantidade de psitacideos, sendo prejuizo
tanto para o comércio quanto para 0S
amantes dessas aves (Bert et al., 2005).

O quadro clinico mais identificado foi o
assintomatico (n=11), 91,6% do total de
positivos (animais de rotina do CETAS).
Este fato é relevante em termos de
patogenia do virus e reforca a importancia
do teste rotineiro das aves, mesmo que

aparentemente  saudaveis. Os animais
positivos assintomaticos apresentam
quadros latentes e sdo  potencias

transmissores ou mesmo podem vir a
desenvolver  sintomas  posteriormente
(Picarra, 2009).

Tabela 6. Prevaléncia de BFDV por PCR, tendo em conta 0s grupos taxonémicos

Grupo taxonémico Total Total de positivos (n) Prevaléncia (%)
Amazona aestiva 160 11 6,25%
Amazona amazonica 11 0 0%
Aratinga leucophtalma | 2 0 0%
Pionus maximiliani 1 0 0%
Ara ararauna 3 1 33,33%
Amazona vinacea 5 0 0%
Amazona rhodochoryta | 4 0 0%
Guarouba guarouba 1 0 0%
Anodorhynchus 3 0 0%
hyacinthinus

Total 190 12 6,31%

O estudo feito por Picarra, (2009) indicou
que as amostras post-mortem de outros
tecidos que ndo sangue foram sempre
positivas (n=3), 0 que pode revelar maior
sensibilidade da anélise de PCR para o
tecido de oOrgdos linféides e hepéatico. No
atual estudo a maioria dos testes positivos

foram de tecidos hepéticos. Como j& foi
referido anteriormente, o BFDV infecta
células linféides em multiplicacdo e estes
tendem a concentrar-se nos 6rgdos com
fungdes imunitérias da ave.
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No estudo feito por Bert (2005), foram
estudados 253 aves do género Amazona,
com porcentagem de positivos de 2,42%
(6/253). No estudo atual foram avaliados
180 psitacideos do género Amazona sendo a
porcentagem de positivos de 5,5%.

A prevaléncia em aves em triagem
observada no presente estudo é menor que a
relatada na maioria dos estudos anteriores,
particularmente daqueles realizados em
paises europeus 0s quais estudaram aves
tanto do novo como do velho mundo
(Raidal et al.,, 1993; Rahaus & Wolff,
2003; Bert et al., 2005; Khalesi et al., 2005;
Phalen, 2006; Hsu et al., 2006; Picarra,
2009). Também as aves estudadas nos
outros paises, muitas das vezes chegavam a
rotina dos laboratorios de varias origens,
indicando também que esses resultados nao
podem ser comparados com o atual estudo,
pois este teve foco em animais de centro de
triagem.

Até ao momento ndo foram designadas
espécies reservatorio do virus. A existéncia
de wvarios genbtipos que ndo estdo
totalmente  caracterizados quanto  a
patogenia e especificidade ao hospedeiro,
vem dificultar o controle da PBFD. No
entanto, a prevaléncia e sintomatologia em
diferentes espécies hospedeiras poderiam
estar relacionadas a algumas caracteristicas
genéticas proprias. Entretanto, o contato e a
proximidade entre animais de espécies e
origens distintas, deverdo ser sempre
evitados. Enquanto a imunizacdo vacinal
ndo estiver disponivel comercialmente, a
realizacdo de testes de diagndstico
preventivos parece ser a melhor forma de
controle com estratégias de biosseguridade
entre plantéis.

A separagdo entre espécies nativas e
selvagens, em criatorios conservacionistas,
pode ser uma estratégia para a viabilizacdo
da recuperacdo das espécies ameacadas,
com vistas a reducdo de PBFD. A
reproducdo, o isolamento e/ou eliminacdo

dos animais positivos em conjunto com as
medidas de quarentena minimas, sao
medidas a serem observadas para reduzir a
disseminacdo do virus. A aplicacdo de
métodos  rapidos e especificos de
diagnostico para PBFD, especialmente nos
centros de triagem, unidades de
conservagdo e criatorios comerciais podera
permitir melhor conhecimento sobre a
prevaléncia da PBFD no Estado e no Brasil,
e 0 delineamento de estratégias ideais de
controle.

5. Conclusoes

- Demonstra-se a ocorréncia do circovirus
BFDV nos psitacideos em triagem no
CETAS em Belo Horizonte.

- Na grande maioria dos casos de alopecia
ndo houve deteccdo de BFDV, sugerindo
outras etiologias para problemas de
empenamento.

- Detectou-se a ocorréncia do genoma de
BFDV em maior percentagem em Amazona
aestiva e, em apenas um individuo de Ara
ararauna.

- Foram negativas para o genoma de BFDV
as espécies Aratinga leucophtalma, Pionus
maximiliani, Guarouba guarouba,
Amazona amazonica, Amazona Vvinacea,
Amazona rhodochoryta e Anodorhynchus
hyacinthinus.

- Com a excecdo de Ara ararauna, com
alteracbes de empenamento, todos o0s
demais quadros positivos para BFDV foram
assintomaticos.

- A predominancia de infec¢Bes subclinicas
sugere atencdo para o risco da mistura de
aves de origens e espécies diferentes.

- Os materiais de elei¢do para PCR com a
extracdo de DNA por silica, foram amostras
de figado e sangue. Com este método de
extracdo o swab cloacal ndo foi satisfatério.
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- A deteccdo, significativa no figado sugere
0 6rgdo como a melhor escolha para
diagnostico e triagem de lotes para PBFD.

- A deteccdo em Amazona aestiva e Ara
ararauna, espécies em que ha poucos
relatos no Brasil, poderia haver algum fator
associado de maior susceptibilidade.

- Houve similaridade de 98% entre as
sequéncias das estirpes locais com
sequéncias de isolados descritos na Africa
do Sul, Austria e Japdo, podendo ser
estirpes de ocorréncia mundial,
potencialmente chegadas ao Brasil com o
comércio legal e ilegal de psitacideos.

- As sequéncias das estirpes de BFDV
brasileiras BH 215 e BH 732 foram
depositadas no GenBank (JQ649409 e
JQ649410).

- A sequéncia da estirpe BH 27 de
Psittacula krameri foi depositada no
GenBank (JQ649411).

- A histopatologia, considerada como
método diagndstico complementar, ndo
permitiu a visualizacdo de corpusculos de
inclusdo nos hepatdcitos, caracteristicos da
PBFD nas aves positivas, embora com
indicios de infec¢do viral.

- Néo foi possivel relacionar a infeccdo pelo
BFDV com a origem geografica dos
animais.
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Anexo |

CITES

Apéndices I, 11, 11l para PSITTACIFORMES em 14/10/2010

Anexo |

Anexo Il

Anexo Il

Cacatuas (Cacatuidae)

Cacatua goffiniana, Cacatua
haematuropygia, Cacatua
moluccensis, Cacatua
sulphurea, Probosciger

aterrimus

Lorideos (Loriidae)
Eos histrio, Vini ultramarina

Papagaios, periquitos, araras
(Psittacidae)

Amazona arausiaca , Amazona,
auropalliata , Amazona
barbadensis, Amazona

brasiliensis, Amazona finschi,

Amazona guildingii, Amazona

imperialis, Amazona
leucocephala, Amazona oratrix,
Amazona pretrei, Amazona
rhodocorytha, Amazona
tucumana, Amazona versicolor,
Amazona vinacea, Amazona

viridigenalis

PSITTACIFORMES spp.

(Exceto as espécies incluidas no
Apéndice | e Agapornis
roseicollis, Melopsittacus
undulatus, Nymphicus
hollandicus e Psittacula
krameri, que ndo estdo incluidos

no Apéndices)
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Anexo 11

Ficha clinica n°: Data:

Animal: Espécie: Anilha:
Condigao corporal: 0  Ruim O Regular O Boa
Historico e anamnese:

Exame clinico:

Temp: F.C.: F.R.: Mucosas:
Exame especifico:

Falta de penas? O Sim O Nao

Se sim, qual regido:

Alimentacdo: esta se alimentando? Ingerindo agua?

Ao remover as penas: 00  fridveis O

feias O

arrancando facil

Cicatriz:

Mancha reprodutora:

Lesdes knemidocopticas:

Marcas de estresse:

Pena hemorrégica:
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Coloracdo anormal de penas:

Retencédo de bainha das penas (umidade):

Penas de formas anormais:
Malnutricao:

Traumatismo:

Administracdo de parasitcida:

Obesidade, muda de pena:

Recinto:

Autobicamento:
Dieta:

Problema comportamental:

Ectoparasitos macroscopia:

Penas para microscocpia :

Observacdes:
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