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Resumo
Psitacideos do géneAmazonacom duas espécies ameacadas de extidgad@docorytha
e A. vinacea e duas espécies de psitacideos mais comureeétivae Ara araraung, todas
originarias de cativeiro em Minas Gerais, foramnexados para etiologias previstas no
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA). fRo@mbém estudadas a sindrome da
dilatacdo do proventriculo (PDDBd@rnavirus aviario, ABV), clamidiose Ghlamydophila
psittac), virus da doenca do bico e das penas dos pgtec{@FDV), ecto e endoparasitoses.
A amostragem totalizou duzentas e dezesseis (2&6) sendo cento e quarenta e cinco (145)
A. aestiva(67,2%), vinte e uma (21A. vinacea(9,7%), dezA. rhococorytha(4,6%) e
guarenta (40A. ararauna(18,5%). O periodo de coleta das amostras biolédimiainiciado
no dia 24-05-2011 e encerrado em 23-08-2011. Deiranhesmo periodo, aves psitacideas
em Obito foram encaminhadas para avaliacbes népigss no Setor de Doencas das Aves
da UFMG e examinadas, incluindo dois exemplaresudecuit Pionopsitta pileaty quatro
papagaios de peito roxdrmhazona vinacga duas maracana#rimolius maracang uma
arara vermelha/Ara maca, uma ararajubaQuaruba guaroubp um papagaio do espirito
santo Amazona rhodocorythauma maracana-acAra severg, uma maritaca verd€®ionus
maximilian), uma maritaca roxaP{onus fuscus duas maritacas de cabeca roReoKus
mesntruy, e um I6ris arco-irisTrichoglossus haematodug’ara PDD (ABV), tecidos de 17
psitacideos com lesdes macroscopicas caractesisfimaam submetidos a histopatologia,
imuno-histoquimica (IHQ) e RT-PCR, confirmados deis IHQ e quatro em RT-PCR. Para
as doencas preconizadas pelo PNSA, embora reaganseso-aglutinacdo rapida em placa
(SAR), 11,57% (25/216) park®lycoplasma gallisepticunfMG) e 17,12% (37/216) para
SalmonellaPullorum (SPIS. Gallinarum (SG), todas foram néo reagentes em glutigacao
lenta (SAL) para SP/SG e inibicdo da hemaglutingdppara MG eMycoplasma synoviae
(MS), indicando negatividade sorolégica. Ndo foraambém encontrados titulos de
anticorpos para o virus da doenca de Newcastle {(ARM por IH. Nos exames
coproparasitolégicos de flutuacdo e de microscolpieta, observou-se uma ocorréncia de
endoparasitismo em 2,77% (6/216) do total das avakadas. Ovos dascarissp em umA.
vinacea ovos de Tricurideos, provavelmente do gér@agpillaria sp. encontrados em duas
A. ararauna e oocistos de coccidia ndo esporulados enmAtrasstiva ParaC. psittacj foram
testadas 216 amostras peols de swab cloacal e fenda palatina, sendo destas 11 amostras
(5,09%) positivas pela técnica de PCR. Entre aamdstras positivas, oito (3,70%) foram de
A. aestivauma (0,46%) dé. rhodocorythauma (0,46%) d@. vinaceae uma (0,46%) dA.

ararauna Para BFDV, foram testadas por PCR, 63 amostraamgue de aves com falhas na
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plumagem, obtendo-se duas amostras positivas (3,1#%A. aestivae umaA. ararauna
Com presente trabalho detectou-se a ocorrénciandeome da dilatagdo de proventriculo,
demonstrada pela identificacdo do genoma do ABMemidos dos psitacideos com sinais e
lesGes sugestivas, sendo o primeiro caso compravagais. Foi comprovada a existéncia de
C. psittacie BFDV em plantéis higidos em Minas Gerais, bema@lgumas parasitoses.
Ndo foram detectados anticorpos para as etiologeRBMV-1, MG, MS, SG, SP)
preconizadas no PNSA.



Abstract

Parrots of genersAmazonaand Ara, held in captivity in Minas Gerais, including two
endangered specieArfazona rhodocorythand Amazona vinacgaand the common species
Amazona aestivand Ara araraung were studied. The etiologies of diseases invatgd)
were recommended by the National Poultry HealthgRrm (PNSA), and the etiologies of
other major diseases, suchGdamydophila psittagipsittacine beak and feather disease virus
(BFDV), ecto endoparasitoses, and the proventnicdliatation disease (PDD) (avian
Bornavirus, ABV) were investigated. Based on plate aggluiomattest (PAT), 11.6%
(25/216) of birds were positive ftycoplasma gallisepticufMG) and 17.1% (37/216) were
positive forSalmonellaPullorum (SP) S Gallinarum (SG), although all shown negative by
slow agglutination test (SAT) for SP / SG and negaby hemagglutination inhibition (HI)
for MG andMycoplasma synovia@&lo antibody titers were found for Newcastle dsgeairus
by IH. In fecal examinations by flotation and direaicroscopy on wet preparation (saline),
endoparasitism was detected in 2.8% (6/2B2&carissp. was detected in o vinacea
eggs of Trichuridae nematode, probaklgpillaria sp., were found in twé\ra ararauna
Non-sporulated oocysts of coccidia were found neghparrotsA. aestiva. ForC. psittacill
(5.1%) samples were tested positive (11/216) inlpobd cloacal and palate cleft swabs by
PCR, including eight (3.7%A. aestiva one (0.46%)A. rhodocorytha one (0.46%)A.
vinacea and one (0.46%Mra ararauna Considering BFDV, 63 blood samples from birds
with feather loss were tested by PCR, resultingne A. aestivaand oneAra ararauna
positive for BFDV DNA (3.17%). PDD was evaluatedlii parrots with typical lesions, by
histopathology, immunohistochemistry (IHC) for ABwtigens and RT-PCR for ABV RNA,
revealing two positive by IHC and four positive IRT-PCR, being for the first time

confirmed in Brazil .
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Avian Paramyxovirusype 1(Paramyxovirus aviario do sorotipo 1)
Avian BornavirugBornavirus aviario)

Beak and feather disease virus (Virus da doendactoe das penas)
Pares de base

Chlamydophia psittaci

Centro de Triagem de Animais Silvestres

Convencao sobre o comeércio internacional de espéaidiora e fauna
selvagens em perigo de extingéo

Doenca de Newcastle

Acido desoxirribonucléico

Trifosfato de deoxyribonucleotideo

Etilenodiamino tetra-acético sodico

Escola de Veterinaria da Universidade Federal debGerais
Grama

Grama por decilitros

Inibicdo da hemaglutinacao

Acido cloridrico

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recugrbtaturais
Renovaveis

Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidadddfal de Minas
Gerais

International Union for Conservation of NatureUnido Internacional
para Conservacao da Natureza

Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma synoviae

lodeto de sédio

Nanogramas

Organizac¢do Mundial de Saude Animal

pares de bases

Phosphate buffered salinelampé&o salina fosfato

Reacdo em Cadeia pela Polimerase

Acido ribonucléico

Transcriptase reversa - Reacdo em Cadeia da Pasmer
Soroaglutinacdo Rapida em placa

SalmonellaGallinarum

SalmonellaPullorum

Tris-borato-EDTA

Tris-EDTA

Tris-EDTA-NaCl

Universidade Federal de Minas Gerais

Microlitros

Ultravioleta

Virus da Doenca de Newcastle
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1) Introducéo

Os psitacideos sdo aves da ordem
Psittaciformes, distribuidas pela zona
tropical do globo, com ocorréncia desde
areas tropicais, até areas frias como a
A

atualmente esté dividida por alguns autores

Patagonia. ordem  Psittaciformes
em trés familias, a Cacatuidae, Psittacidae
e Loriidae. As familas Cacatuidae e
Loridae tém sua distribuicdo geogréfica
restrita a Australia e ilhas vizinhas, ja a
familia Psittacidae possui distribuicdo
geografica nos demais continentes
(Américas, Africa e Asia incluindo suas
ilhas). O Brasil é considerado o pais mais
rico do mundo na familia Psittacidae, cerca
de 100 espécies que ocorrem na Ameérica
do Sul, 72 estdo no Brasil. Sdo o grupo de
aves com maior numero de espécies listado
na "Fauna Brasileira Ameacada de
Extincdo". A destruicAo dos habitat,
endogamia e outros fatores relacionados ao
tamanho populacional reduzido e o trafico
Sa0 0s principais responsaveis por esta
ameaca.

No Brasil had ainda poucos
estudos sobre os potenciais patdégenos que
ocorrem em na avifauna tanto em cativeiro
como em vida livre. Este tipo de estudo e
conhecimento € de extrema importancia
para manutencdo e principalmente
reproducdo de espécies ameacadas em
cativeiro, para o sucesso de projetos de
reintroducdo e para viabilizar a criagao

comercialex-situde espécies mais comuns

(de acordo com a legislacdo atual) para
diminuicdo da pressdo de tréfico, criando
assim uma alternativa para as pessoas que
desejam manter animais da fauna como
animais de estimacdo. Além disso, o0
monitoramento dos plantéis de aves
selvagens em reproducdo deve atender as
recomendacdes do Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA), para assegurar
a adocédo das medidas de biosseguridade
tanto a avicultura industrial quanto a
conservacao da avifauna. O conhecimento
do perfil sanitario das aves criadas em
cativeiro € importante para estabelecer
medidas preventivas, tratamentos mais
eficazes e para a elaboracdo de protocolos
sanitarios.

No presente trabalho foram
realizados estudos em Psittaciformes que
vieram a Obito em um mantenedor de
fauna e foram encaminhados para
diagnostico dacausa mortisno Setor de
Doencgas das aves da Escola de Veterinaria
da UFMG,
semelhancas nos achados de necropsia e
(que

posteriormente) compativeis com relatados

0S (Quais apresentaram

sinais clinicos serdo descritos

na literatura com a sindome da dilatacao de
(PDD),
Bornavirusaviario (ABV) como potencial

proventriculo pesquisando-se
etiologia. Avaliou-se o perfil sanitario de
psitacideos do génedmazonae género
Ara, mantidos em cativeiro em Minas
Gerais, incluindo duas espécies ameacadas

de extingdo com ocorréncia historica em
16



Minas Gerais (#azona rhodocorythae
Amazona vinacae as espécies mais
comuns aestiva Ara

Amazona e

araraung, pela sua importancia em

criacdes comerciais e pela proximidade de
criacdo destas espécies com as espécies
ameacadas citadas anteriormente. Neste
grupo
importantes e comumente associada a esta

foram  pesquisadas doencas

2) Reviséo bibliografica
2.1) Os psitacideos

Os psitacideos séao aves da ordem
Psittaciformes, ordem muito caracteristica,
podendo ser reconhecidas imediatamente,
embora variem extremamente de tamanho
e peso. As aves possuem bico alto e
recurvado com uma cera na base, maxila
bem movel articulada ao cranio como uma
dobradica que possibilita movimentos
extras que aumentam a poténcia do bico. A
da

internamente, a lingua grossa, sensivel e

ranfoteca maxila é pregueada

riquissima em papilas gustativas, e 0 papo
€ grande para armazenagem de alimentos.
A visdo é apurada possuindo duas foveas
na retina para focalizar a imagem. O tarso
muito curto, pés com o0 quarto dedo

deslocado para tras junto ao primeiro, que
facilita a apreensao de alimentos. Asas sao
compridas e fortes, plumagem, dura curta e
rica em po, possuindo diversas coloragdes,
mas predominando a verde nas espeécies
brasileiras, e com regibes perioftalmicas

nuas em extensdo variada (Sick, 1997).

ordem de aves, como a clamidiose, a
doenca do bico e das penas dos psitacideos
(Circovirus aviario), as etiologias das

doencas preconizadas pelo

Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)

Programa

micoplasmose, salmonelose e doenca de
Newcastle Paramyxovirusaviério tipo 1),

e a ocorréncia de ecto e endoparasitoses.

Geralmente, ndo h& dimorfismo sexual
aparente na maioria das espécies, e a
identificacdo do sexo pode ser feita pela
do

(DNA) ou laparoscopia. Essas aves sao

analise acido desoxirribonucléico
bastante barulhentas, sendo os papagaios
0s que desenvolvem maior capacidade de
vocalizacdo, mas diversas espécies
aprendem a pronunciar palavras e imitar
sons com perfeicdo (Cubas, 2006).

A

atualmente esta dividida por grande parte

ordem Psittaciformes
dos autores em trés familigSacatuidae
Loriidae, ambas ocorrentes na Australasia
(Oceania) ePsittacidage de distribuicéo
mundial. A familia Cacatuidae & ainda
dividida em duas subfamili&acatuinaee
Nymphicinae Inclui cerca de 21 espécies
compreendendo como espécies tipicas, as
cacatuas Gacatua spp.) e a calopsitas
(Nymphicus hollandicyscom distribuigéo
geografica restrita a Australia, Nova Guiné
e ilhas vizinhas, sua principal caracteristica
de

predominando o branco, cinza ou o preto e

sdo plumagens cor simples

uma crista de penas moveis na cabega. A
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familia Loriidae com cerca de 56 espécies,
representados pelos l6riegrichoglossus
spp.,Eosspp.;Chalcopsittaspp.), sdo aves
também oriundas da Australia, Nova Guiné
e de outras ilhas vizinhas. Possuem
aparéncia muito similar as outras familias,
porém sao normalmente mais coloridos.
Apresentam a ponta da lingua comprida e
aspera, que é utilizada para lamber pdlen e
néctar de que se alimentam, podendo
também comer frutas e alguns insetos
(Forshaw, 1977). A familia Psittacidae €&
composta por quatro  subfamilias
Nestorinag Micropsittinae Strigopinaee a
maior delas,Psittacinae que abrange as
espécies brasileiras como as arardg (
spp., Anodorhynchus spp.), papagaios
(Amazona spp.), periquitos, jandaias e
maritacas Brotogeris spp., Aratinga spp.,
Pionusspp.).
De

Mundial de Psitaciformes Ameacgados de

acordo com o "Censo

Extingao", realizado pelaBird Life
International 86 (26%) das 332 espécies
de psitacideos do mundo estéo sob risco de
extingdo, estando 36 muito proximas desse
fim. Isso se deve a peculiar vulnerabilidade
dos papagaios, que sofrem com a continua
de habitat, de

exemplares na natureza para o tréfico

destruicao apanha

ilegal, introducdo de outras espécies
invasoras, endogamia e outros fatores
relacionados ao tamanho populacional
reduzido. Estdo entre os grupos da fauna

gue mais sofrem com o trafico de animais

silvestres, a Convention on International

Trade in Engandered Species of Wild
Fauna and Flord (CITIES), reportou o

trafico internacional de psitacideos, com
uma média de 539.700 aves por ano
(Cubaset al, 2006). Os psitacideos sao o
grupo com maior namero de espécies
listado na "Fauna Brasileira Ameacada de
Extincdo". Devido a habilidade de imitar a
voz humana, combinada com a
inteligéncia, beleza e docilidade, séo as
aves mais populares e procuradas como
animal de estimacdo no mundo, ficando
atras apenas dos cachorros e gatos. Isso as
leva a também mais

serem as

comercializadas ilegalmente (Sick, 1997).

2.2) Espécies trabalhadas
2.2.1)Amazona aestiva

As espécies do génekmazona
s80 os psitacideos mais caracteristicos do
novo mundo. Possuem tamanho meédio a
grande, sdo aves fortes, possuem bicos
pesados e curtos, e cauda ligeramente
arredondada. As asas sdo largas e
arredondadas, predominando a coloragao
verde, e ndo ha dimorfismo sexual.

Amazona aestivaa espécie mais
comum medindo cerca de 35cm de
comprimento, possui cabeca amarela com
azul esverdeado na fronte, bochechas,
narinas e bico escuros, ombros vermelhos,
asas com parte vermelha e extremos azul-
escuro, restante do corpo verde, mais claro

entre 0 ventre e a cauda. E tida como a
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espécie sul americana que possui maior
habilidade para reproduzir sons, sendo por
este fato muito capturada como animal de
estimacao.

Sua distribuicdo geografica €
ampla partindo do nordeste do Brasil até
sul do Paraguai e norte da Argentina,
sempre em regibes mais centrais nao
ocorrendo naturalmente em altitudes mais
baixas proximo ao mar. Forma casais e
bandos de dez ou mais aves. A situacéo
desta espécie € avaliada como pouco
preocupante pelgirdLife International
pois continua a ser comum em toda uma
parte significativa da sua area de
ocorréncia e n&o ha evidéncia de um
declinio da populacdo, apesar da espécie
estar sendo fortemente negociada, desde
1981, quando foi cotada n@dnvention on
International Trade in Engandered Species
of Wild Fauna and Flora(CITIES) no
onde 413.505
selvagens capturados foram registados no
(Sick, 1997;
Forshaw, 1977; Renctas, 2002; IUCN,
2011).

Apéndice I, individuos

comércio internacional.

2.2.2)Amazona rhodocorytha

E uma espécie que atinge cerca de
37 cm de comprimento, caracteristica da
Serra do Mar, abaixo de 200 metros de
altitude, mas existem registros desta
espécie em até 1000 metros de altitude.
intensamente vermelha

Possui cabeca

assim como base da maxila, garganta

laranja espelho alar e nddoas ante apicais
da cauda vermelha.

Sua distribuicdo hoje é restrita em
alguns remanescentes florestais no Estado
do Espirito Santo, onde existem projetos
para sua preservagao. Existem recentes
relatos de sua existéncia no norte do Rio de
Janeiro, sudeste de Bahia e Minas Gerais
proximos a divisa destes estados.
Historicamente ocorria de Alagoas ao Rio
de Janeiro e mais ao interior no leste de
Minas Gerais. Além do tréafico a destruicéo
de seus habitat sGo os maiores entraves
para sua preservacdo. Atualmente é
declarada como “espécie em perigo” na
Lista Vermelha da IUCN. (Sick, 1997;
Forshaw, 1977; Renctas, 2002 IUCN,

2011).

2.2.3)Amazona vinacea

E uma espécie de dimensdes um
pouco menores qu&. aestiva que atinge
no maximo 35 cm de comprimenf®ossui
um padrao escamoso arroxeado-vinaceo no
peito bem caracteristico, e uma gola de
penas alongadas as quais frequentemente
arrepia, lembrando o anac®efoptyus
accipitrinug. A extremidade da asa é
verde-azulada e as partes externas das
penas secundarias sdo vermelhas. Seu
dorso e cauda s&o verde-amarelados. O
bico é avermelhado com a ponta
acinzentada, a iris € vermelha e os pés sao

cinza.
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Ocorre do Sul da Bahia ao Rio
Grande do Sul,

Argentina, em matas secas interioranas,

Paraguai e norte da

pinheirais, orla de capdes de mata e entre
campos. A espécie encontra-se ameacada
devido a caca predatoria e a destruicdo ou
fragmentagdo do seu habitat. Na Lista

Vermelha da Unido Internacional para a

populacdo estimada, esta espécie de arara
ndo estd em condicdo de ameaca imediata,
mas sua populagédo vem declinando diante

da destruicdo do ambiente e do comércio

ilegal intenso sendo procurada em todo o

mundo como animal de estimagao por sua

docilidade e grande beleza.

A atividade predatdria do homem

Conservacao da Natureza e dos Recursos ja fez com que em alguns locais fosse

Naturais (IJUCN) é declarada como
“espécie em perigo”. (Sick, 1997;
Forshaw, 1977; Renctas, 2002; IUCN,

2011).

2.2.4)Ara ararauna

A caracteristica mais marcante
deste géneroAra é a face glabra
desprovida totalmente de penas em
algumas espécies ou com algumas penas
menores formando fileiras em outras. A
Ara ararauna € a arara mais comum no
nosso  territério com  distribuicdo
geografica desde America Central até o
Estado de Sdo Paulo. Possui cercade 80 cm
de comprimento, coloracdo azul na parte
superior e amarela na parte inferior,
garganta e fileira de penas faciais negras.

Habita varzeas com buritizais,
babacuais, e copa de arvores ao longo de
cursos d’'agua. Normalmente é vista em
pares, ou em bandos de até 25 individuos e
€ comum se deslocar por grandes
distancias para se alimentar. Socializam-se
com outros psitacideos em bandos mistos.

Gracas a sua vasta distribuicdo e grande

extinta, como em Trinidad e Tobago,
Santa Catarina, Paraguai e Bolivia, ou
na condicdo de quase extinta, em Sao
Paulo. Atualmente o bioma mais
ameacado da América do Sul € o cerrado,
onde a espécie era abundate, sendo
entretanto considerada em perigo, pela
ocupacdo com atividades humanas (Sick,
1997; Forshaw, 1977; Renctas, 2002,

IUCN, 2011; Sigrist, 1966).

2.2.5)Ara macao
A arara-pirangaAfa macad €

considerado na Lista Vermelha da IUCN
COmMo espécie “pouco preocupante”. Mede
cerca de 89 cm de comprimento e possue
coloracdo vermelha escarlate, com asas
tricolores (vermelho, amarelo na parte
meédia e azul intenso nos extremos) e cauda
azul. Face nua, creme e sem penas.
Alimenta-se de frutos grandes, e habita a
copa de florestas Umidas, florestas de
galeria e margens de rios. Vive em grupos,
podendo misturar-se a bandos mistos com

outras espécies de araras.
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Ocorre em uma grande area,
abrangendo varios paises como Belize,

Bolivia, Brasil, Colémbia, Costa Rica,

Equador, Guiana Francesa, Guatemala,
Guiana; Honduras, do México;
Nicaragua; Panama, Peru, Suriname,

Trinidad e Tobago e Venezuela. No Brasil,
sua distribuicdo € na Floresta Amazonica,
com uma populacéo estimada em 20.000 a
50.000 individuos (Sick, 1997; Forshaw,
1977; Renctas, 2002; IUCN, 2011).

2.2.6)Ara severa

A maracana-aclArg severa é
considerado na Lista Vermelha da IUCN
COmo espécie “pouco preocupante”. Mede
de 43 a 48 cm de comprimento. Cor geral
verde escura, com a frente marrom, pele
nua e branca na face, coroa azulada, borda
da parte média da asa vermelha, extremo
da mesma e borda da cauda azul. Habita
floresta Umida e semi-Umida baixa, até
mesmo pantanos ou em ribeiras, e
ambientes secundarios, entre 300 e 2000 m
de altitude.

Ocorre em duas grandes areas.
Uma desde o Panama, norte da Colémbia,
oeste da Venezuela, até o Equador e norte
do Peru pela costa do Oceano Pacifico. E
outra na Amazonia, desde as Guianas e sul
do Orenoco, até o norte de Bolivia. No
da

Amazobnia a Bahia e ao Mato Grosso, em

Brasil, sua distribuicdo ocorre

matas ciliares e buritizais (Sick, 1997,

Forshaw, 1977; Renctas, 2002;
2011).

IUCN,

2.2.7)Guaruba guarouba

A ararajuba3uaruba guaroubpé
considerado na Lista Vermelha da IUCN
como espécie “em perigo de extingao”.
Trata-se de uma espécie amazonica que
mede cerca de 34 cm de comprimento.
Habita a copa de florestas Umidas altas. E
bastante social, inclusive no periodo
reprodutivo, vivendo em bandos de 4 a 10
individuos.

Encontrada exclusivamente no
Brasil, do leste do Maranh&o a sudeste do
Amazonas, e principalmente no Para,
sempre ao sul do Rio Amazonas e leste do
Rio Madeira. Ocorre na interface das terras
baixas da calha do Rio Amazonas e a
borda do Planalto Central (Sick, 1997;
Forshaw, 1977; Renctas, 2002; IUCN,

2011).

2.2.8)Pionopsitta pileata

O cuiu-cuitRionopsitta pileata
é considerado na Lista Vermelha da IUCN
como espécie “pouco preocupante”,
encontrados nas regifes sul e sudeste do
Brasil, em cidades no Vale do Ribeira na
Mata Atlantica, e também no Paraguai e
em uma pequena area na Argentina.

Emite um som barulhento e
semelhante ao da maitaca-verd@iofius
maximilian). E uma das poucas espécies

gue possui dimorfismo sexual. Ambos
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sexos apresentam plumagem verde
uniforme, mas somente 0os machos tem a
testa, o loro e a coroa vermelha. A fémea
apresenta a fronte com faixa levemente
azulada. Ambos possuem a borda superior
das asas, em azul escuro. Alimenta-se de
grande variedade de frutas silvestres, séo
naturalmente pouco ariscos em relacdo a
presenca humana (Sick, 1997; Forshaw,

1977; Renctas, 2002; IUCN, 2011).

2.2.9)Pionus fuscus

A maitaca-roxaP{onus fuscusé
considerado na Lista Vermelha da IUCN
como espécie “pouco preocupante”. Mede
de 24 a 26 cm de comprimento, possui
coloracdo geral azul-violeta escuro, com
manchas vermelhas ao redor da narina, e
no lados do pesco¢o manchados de branco
em diferentes propor¢cdes. Ventralmente
contrasta o corpo pardo escuro com as asas
azul-violeta e o vermelho na cauda. Possui
uma dieta essencialmente frugivora.

Habita na floresta sub-andina
nublada, floresta umida e areas desmatadas
entre 1200 e 1800 m. E uma espécie pouco
comum, voa solitaria ou em pequenos
grupos no dossel da floresta. Sua area de
da
Colombia, sudeste da Venezuela e Guianas
até o nordeste do Brasil (Sick, 1997;
Forshaw, 1977; Renctas, 2002; IUCN,
2011).

ocorréncia abrange 0 noroeste

2.2.10)Pionus maximiliani

A maitaca-verde  Pionus

maximilian) €& considerado na Lista
Vermelha da IUCN como espécie “pouco
preocupante”. O tamanho da populacéo
total ndo foi quantificado, mas € descrito
como "bastante comum". Pesa cerca de
260g e mede 25 cm. Tem a cabega cinza-
azulada, abaixo do pescoco tem uma faixa
roxa, bico amarelado, asas verdes e ponta
do rabo vermelho. Alimenta-se de frutos e
sementes.

Sua distribuicdo no Brasil inclui as
regides nordeste, centro-oeste, sudeste e
sul, em uma variedade de habitats que
incluem florestas Umidas, de galeria,
savanas e areas cultivadas, até os 2.000 m.
Geralmente gregario, voam em bando de
seis a oito individuos. E um dos mais
abundantes psitacideos em sua area de
ocorréncia (Sick, 1997; Forshaw, 1977;

Renctas, 2002; IUCN, 2011).

2.2.11)Pionus menstruus

A maitaca-de-cabeca-roRaonus
menstruus € considerado na Lista
Vermelha da IUCN como espécie “pouco
preocupante”. Possui aproximadamente 27
cm de comprimento e pesa 245 ¢g. Sua
plumagem é principalmente verde, com a
cabeca azul, incluindo o pescoco e parte do
peito. A face inferior da cauda € vermelha,
com penas vermelhas e rosas ao redor do
bico. Ndo apresentam dimorfismo sexual
aparente, mas as aves juvenis tém menor

coloragédo azul na cabecga. Alimenta-se de
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frutos, sementes, néctar, vagens, pétalas de Catarina, Rio de Janeiro e Rio Grande do

flores e brotos. E comum na copa de
florestas Umidas, capoeiras e clareiras com
arvores isoladas, até 1.500 m de altitude.
Vive solitaria, aos pares ou em bandos
grandes de até 100 individuos.

Ocorre ao leste do Andes,
chegando ao Peru, parte do Brasil até o
de No

principalmente na bacia do rio Amazonas,

norte Bolivia. Brasil vive

incluindo o sudeste do rio Araguaia (Sick,
1997; Forshaw, 1977; Renctas, 2002;
IUCN, 2011).
2.2.12) Primolius maracana

A maracana-verdadeifrimolius
maracand € classificada na Lista
da IUCN

ameacadas", isto porque a populacdo é

Vermelha como "quase

Sul) até o Paraguai e a Argentina (Sick,
1997; Forshaw, 1977; Renctas, 2002;
IUCN, 2011).

2.2.13)Trichoglossus haematodus

O loris arco-iris T¢ichoglossus
haematodus € uma espécie exotica de
psitacideo, considerada na Lista Vermelha
da IUCN

preocupante”.

como espécie  “pouco
de

Psittaciforme da familiaLoridag com

Trata-se um
cerca de 26cm de comprimento. Sao
verdes, com e peito vermelho estriado,
cabeca azul roxeada, com um colar
amarelo esverdeado. Existem cerca de 21
subespécies. O tamanho da populacao
nao foi

mundial guantificado, mas a

espécie é descrita como comum a

moderadamente pequena e esta passando abundante em boa parte de seu territorio de

por um rapido declinio devido a perda
extensa de habitat e captura para o
comércio ilegal.

A espécie mede cerca de 41 cm de
comprimento, e possui fronte, parte do
dorso e barriga vermelhas, face superior da
cauda ferruginea, face nua amarelo-clara,
anel perioftdlmico branco e bico negro.
Alimenta-se de frutos e sementes, habita
beira de matas e buritizais.

Presente no Brasil em diversos
Estados (Pernambuco, Piaui, Maranhéo,
Para, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia,

Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana, Santa

ocorréncia, como na Nova Guiné e ilhas
da
Bali, e

vizinhas, abundante no norte
Australia, comum em Timor,
Sumbawa. Normalmente é observada aos
pares, mas podem formar grandes grupos
da de

alimento. A dieta € composta de pdlen,

dependendo disponibilidade
néctar, flores, frutas, insetos e suas larvas.

Trata-se de uma espécie criada
intensivamente no Brasil e em outros
paises, sendo muito procurada como
animal de estimacdo pela beleza de suas
cores e docilidade

1997;

(Del Hoyet al,

Forshaw, 1977; IUCN, 2011).
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Algumas das espécies avaliadas

"“. gw ‘\ |

Fig. 1-a - exemplar de papagaio verdadeimézona aestiyaavaliado neste estudo;

LAY 4. AN

Fig.1-b - exemplar de papagaio do espirito safitoazona rhodocorythavaliado neste
estudo;

Fig. 1-c - exemplar de papagaio do peito rokmézona vinacgaavaliado neste estudo;
Fig. 1-d - exemplar de arara caninéég araraung avaliado neste estudo.
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2.3) Doencas pesquisadas:

2.3.1) Doencas consideradas importantes
em Psittaciformes

2.3.1.1) Sindrome da Dilatacdo de

Proventriculo- Bornavirus

da

proventricular (PDD), também conhecida

A  sindrome dilatacao

como sindrome da caquexia e fadiga das
araras, dilatacdo gastrica neuropética dos
Psittaciformes, encefalomielite dos
Psittaciformes, ganglioneurite mientérica,
neuropatia esplanquica infiltrativa, € uma
doenca inflamatéria fatal que infecta
principalmente, mas nédo exclusivamente,
psitacideos (Berhanet al,2001).

A PDD tem chamado a atencao
nos Ultimos anos pelo aumento
consideravel de sua ocorréncia. A doenca
compromete basicamente a inervacéo
autbnoma do trato digestivo superior e
médio, incluindo o esbdfago, o inglavio, o
proventriculo, o ventriculo e o duodeno, e
também o sistema nervoso central. A
apresentacdo clinica sdo o0s sinais
resultantes da disfuncédo gastrointestinal,
tais como disfagia, regurgitacdo, perda de
peso e presenca de alimentos néo digeridos
nas fezes, além de ataxia, movimentos
irregulares de cabeca e dificuldade de
posicionamento (Berhaneget al,2001;
Mannl, et al., 1987).

A doenca ja foi diagnosticada em
mais de 50 espécies de psitacideos, e

também em diversas outras espécies como

gansos canadenses, canarios, tucanos,
colheireiros e traupideos (Harrisem al,
2006).

muitos como uma das maiores ameacas a

Ela tem sido considerada por

avicultura de psitacideos no mundo.
Muitas, sendo todas as grandes cole¢des ja
tiveram focos de PDD (Kistlergt al,
2008).

Diversas etiologias foram
Em 1986, pela

primeira vez sdo descritos corpos de

ja

propostas para a PDD.

inclusdo eosinofilicos intracitoplasmaticos
e intranucleares, nas células nervosas do
ganglio celiaco e do plexo mientérico, em
psitacideos
neuropatica (Gancet al,2009). Em 1996,

com dilatagdo gastrica
foram identificadas particulas do tipo viral
com aproximadamente 80 nm de diametro
nas fezes de aves com esta doenca,
(Gought, 1996).

colaboradores, combinando investigacao

et al., Kistler e
clinica veterinaria com biologia genémica
de

Israel e

e molecular em dois estudos
caso/controle desenvolvidos em
nos Estados Unidos, identificaram que
novos perfis de Bornavirus estavam
presentes em 62,5% das amostras de
tecidos do trato gastrointestinal e cerebral
de aves com PDD, e em nenhuma das
amostras dos controles. No mesmo
trabalho, a partir de amostras adicionais
provenientes dos mesmos paises, foram
detectados estes Bornavirus em 71% dos
casos com PDD e nenhum nos controles.
Assim, esta

com investigagdo foi
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fortalecida a corrente da etiologia viral e
relacionou-se o provavel envolvimento do
Bornavirus Aviario (ABV) nesta doenca
(Ganczet al,2009).

Os Bornavirus séo virus de cadeia
negativa de RNA nao segmentado,
envelopados e com formato esférico
(Honkavouri,et al, 2008) (Fig. 2a e 2b).

Antes dessa descoberta sO se
conhecia o virus da doenga de Borna
cladssico (VDB) associado a uma alteracao
neurologicos progressiva principalmente
em cavalos, ovinos e outros animais
domésticos na Europa Central (Rettal,
1995).

especulativa, mas foi sugerido que os

A epidemiologia de VDB ¢é

animais adquiriam o virus de insetos
infectados que contaminaram as pastagens

(Hilbe, et al, 2006). Assim como a

7

epidemiologia, a patogenia do ABV é

ainda obscura. Entretanto, com a

implementacdo de técnicas moleculares e

Nos Estados Unidos, na

University of Wisconsin-Madison foi
descrito um caso de uma arara piranga
(Ara macad encaminhada ao hospital
veterinario com histérico de depresséo e
perda de apetite e emagrecimento por cerca
de duas semanas. Diversos diagndsticos
como analise de PCR patdlamydophila
psittaci herpesvirus da Doenca de
Pacheco, dentre outros foram realizados,
sendo todos negativos. Uma serie de
radiografias contrastadas do trato gastro-
intestinal foram realizadas, e nenhuma
alteracdo no transito da ingesta foi
encontrada. Uma terapia de suporte foi
implementada e apdés uma semana a ave
apresentou sinais neurolégicos como
incapacidade de permanecer empoleirada,
movimentos erraticos com a cabeca, e
pupilas de tamanhos diferentes. Tais sinais
pioraram gradativamente durante cinco

dias de internacdo, quando entdo a ave foi

baseando-se em sequéncias de trés partes submetida a eutanasia. Posteriormente a

distintas do genoma, encontraram-se sete
genotipos distintos de ABV. As sequéncias
de ABV e VDB tém 65% de identidade,
mas esses dois virus possuem a mesma
organizacdo gendmica. Essa similaridade
inclui 0 numero e a ordem dos genes em
um genoma virico linear, a estrutura de
transcricdo, os sinais de iniciagdo e de
terminacdo e o local de recorte, e de
(Kistler, 2008;
Honkavouri,et al, 2008; Weissenboclet

al., 2009).

insercao et al,

necropsia a histopatologia revelou que no
cérebro existia uma infiltracdo perivascular
finalmente

mononuclear multifocal, e

através de PCR identificou-se que a

encefalite foi causada por bornavirus
aviario (Kelleret al, 2010). No Canada em

um estudo com 16 psitacideos, nos quais
cinco deles apresentavam historico de
sinais neurologicos foram encontrado
infiltrados inflamatérios sugestivos de
PDD nos exames histopatoldgicos de oito

dessas aves, e na técnica de PCR foram
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diagnosticados nove delas positivas
(Raghav et al, 2010). Na Espanha um
estudo de 12 casos suspeitos atendidos em
um hospital veterinario, apenas cinco casos
foram confirmados por histopatologia,

encontrando-se infiltrados linfo-

plasmocistico associadas aos plexos
nervosos e nervos em diversos 06rgaos,
sendo que oito destes casos pertenciam a
um mesmo criatério (Ramada, 2009). Na
Austria também em 2009 foi comprovada a
infeccdo de bornavirus aviario em um
PCR,

comprovando que a infec¢do também pode

canario §Serinus canarip por

ocorrem em aves de outras ordens
(Weissenboclet al, 2009). Na Alemanha
foi comprovado através davabscloacais
e PCR de

aparentemente saudaveis que

a positividade aves
tiveram
contato com duas aves doentes de um
de 59

psitacideos, 19 (32,2%) foram positivos.

mesmo criatorio, num total
Os mesmos testes foram feitos em outros
dois criatorios da regido que ndo tinham

historico desta doenca, sendo todas as aves
negativas. Assim comprovou-se pela
primeira vez que o bornavirus estava
presente em aves sem sinais clinicos (Lierz
2009).

descreveram a ocorréncia de um surto de

et al, Kistler e colaboradores
PDD em um criadouro. O surto teve inicio
em meados de junho de 2009 com a
entrada de uma fémea de papagaio do
congo Psittacus erithacysque apresentou

sementes ndo digeridas nas fezes e

posteriormente uma auto-mutilacdo dos
pés. A ave foi retirada do aviario e levada a
uma sala onde foi instituido tratamento de
suas feridas. Nesta mesma sala eram
mantidos filhotes de psitacideos que eram
alimentados artificialmente. No dia 15 de
julho de 2009 a fémea veio a 6bito. Na
necropsia foram encontradas lesdes
compativeis comas de PDD. Todos os
filhotes que permaneceram na mesma sala
vieram a oObito dias depois com 0s mesmos
achados de necropsia. Um total de 11
psitacideos desenvolveram a sinais clinicos
da doenca e vieram a oObito ou foram
submetidos a eutanasia. Neste contexto,
foram colhidas amostras através steabs
cloacais de todas as aves do criatorio (46) e
foram diagnosticados por PCR mais 12
animais positivos (Kistleret al, 2010).
Kloet et al. (2009) identificaram através de
analise de PCR de amostras si@abs
cloacais e fezes positividade em duas
araras militar Ara miliaris) e uma arara

Ara

sintomatologia clinica.

canindé araraung sem

Em 2011 foi
diagnosticado o primeiro caso de PDD no
Japdo, em

uma cacatua Caatua

sulphurea citrinocristata com

caracteristicas macroscopicas tipicas a

necropsia, e um infiltrado linfo-

plasmocitico em ganglios nervosos de
varios o6rgdos e nervos periféricos na
histopatologia, além de positividade na
PCR, sendo a estirpe identificada como do

genotipo tipo 2 (Ogawat al, 2011).
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. Matriz de proteina e .
Glicoproteina “G” Polimerase “L”

Fig. 2a — Representacéo Bernavirus- Virus envelopado, esférico, com didmetro de 30-1
nm. Indica-se a localizacao de suas principaisfias.
Fonte: Viralzone.expasy.org; Swiss Institute ofiBiormatics.

{-} strand RNA genome
3—2 ] 5
leader e Trailer

Fig. 2b — Representacdo da cadeia de RNA gendbnad@ochavirus— Virus RNA fita
simples, negativa.

Fonte: Viralzone.expasy.org; Swiss Institute ofiBiormatics.
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2.3.1.2) Clamidiose

Clamidiose é uma doenca causada
pela Chlamydophila psittagiuma bactéria
Gram-negativa, sendo um parasita
intracelular obrigatorio que acomete aves,
mamiferos e répteis. E uma das principais
zoonoses de origem aviaria, apesar da
incidéncia em humanos ser muito baixa
guando comparada ao humero estimado de
aves portadoras. Aproximadamente 160
espécies de aves sdo reconhecidas como
portadoras desse agente e 0s psitacideos
representam 25% deste total. A viruléncia
e patogenicidade variam conforma a
amostra infectante, grau de exposi¢cado e
fatores relativos ao hospedeiro e ao
ambiente (Anderse& Vanrompay, 2003).

Em humanos, a infeccdo ¢é
denominada psitacose e 0 primeiro caso
que se tem relato foi descrito em 1879,
quando Ritter descreveu uma epidemia de
pneumonia grave que foi atribuida ao
contato com psitacideos em cativeiro.
ObservacOes parecidas foram descritas por
diversos outros autores como Berne e
Wagner em 1882 e Leipzig em 1886.

O maior surto desta doenga
iniciou-se em Paris em 1892 quando 49
casos foram reportados com 16 mortes. A
infecgéo foi relacionada com a importagéo
de psitacideos vindos da América do Sul
que tiveram um histérico de mortes e uma
severa diarréia (Hutchisoet al,1930).
Uma pandemia com mais de 800 casos e

aproximadamente 20% de Obito humanos

ocorreu entre os anos de 1929 e 1930. Em
todos os casos as infeccbes estavam
ligadas ao manuseio de psitacideos

(Beeckmaret al, 2009).

A apresentacdo em humanos foi
relatada como uma febre alta seguida de
uma pneumonia atipica (Hutchisoat
al.,1930). E a sintomatologia nas aves foi
descrita como perda de apetite, debilidade,
sonoléncia, asas caidas, diarréia seguida de
Obito em mais de 50% dos casos (Gulland,
1924).

Ha anos a psitacose tem sido
notificada em todo mundo, sempre
de

principalmente com psitacideos e aves

associada com manejo aves
domeésticas, em especial com perus e patos
(Vanrompayet al, 1995). Acredita-se que

0s casos notificados representam apenas
uma pequena parcela dos casos, pois como
se trata de uma bactéria intracelular

obrigatéria o diagndstico se torna
extremamente dificil, pela dificuldade de
de

especificas. A doenca é considerada rara,

utilizacao técnicas sensiveis e
mas isto pode estar ligado ao fato de que
provavelmente apenas 0s casos mais
graves envolvendo pneumonia, com ou
sem complicacoes cardiacas e
neurolégicas, serem notificados. Infec¢des
menos graves, caracterizadas por sintoma
de gripe e infeccbes assintomaticas séo
provavelmente pouco notadas pelos
médicos e por consequéncia raramente

notificadas.
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de

diagnosticos progrediu enormemente, com

Atualmente a  pesquisa
o desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular com alto grau de especificidade
e sensibilidade, como PCR-nested, PCR
em tempo real e anticorpos recombinantes
ELISA. Tais técnicas estdo sendo usadas
para identificacdo e o sequenciamento da
Chlamydophila psittacprincipalmente em
aves (Harkinezhad, 2008).

Em aves, os sinais clinicos variam
largamente e a severidade depende da
idade da ave,
da

a clamidiose se

espécie aviaria afetada,

viruléncia e concentracao cepa
envolvida. Em geral
apresenta com letargia, hipertermia,
excrecdes anormais, descargas nasais e
oculares e diminuicdo da producdo de
ovos. Em aves de companhia os sinais
clinicos mais frequentes sédo conjuntevite,
anorexia e perda de peso, diarréia, sinusite,
biliverdinaria, descarga nasal, espirro,
lacrimejamento e dificuldade respiratoria
(Andersen e Franson, 2007; Rasbal,
2009; Hidasi, 2010.

A
deC. psittaciocorre
da

respiratorios contaminados, secrecdes dos

infeccdo ou  transmissao
predominantemente
atraves inalacéo de aerossois
olhos, urina ou fezes secas de um animal
doente assintomatico
(Beeckmaret al, 2009).

No ciclo de desenvolvimento da

ou portador

C. psittaciocorrem duas fases morfoldgica
e metabolicamente distintas. O ciclo de

replicacdo ocorre no citoplasma da célula
hospedeira e se inicia pela adesdo das
formas infectantes inativas ou corpos
elementares (CE), na membrana da célula,
seqguido pela internalizacdo que da origem
Os CE se

diferenciam, pela reducdo nas ligagcbes

a um vacuolo endossomal.

entre as pontes dissulfeto das proteinas de
membrana, nas formas vegetativas ou
corpos reticulados (CR). Estes por sua vez
se dividem através de replicagbes ou
divisdes binarias, guando sao
reorganizados morfologicamente dando
origem a novos CE. A microscopia
eletrénica, os CE apresentam citoplasma
de

ribossomos e um nucléolo excéntrico

granular, refletindo a presenca
contendo DNA condensado. A liberacdo
dos CE pode ocorrer por lise da célula
hospedeira ou por fusdo de inclusdes
clamidiais com a membrana celular
(Vanrompay et al, 1995). Durante este
ciclo de desenvolvimento, por mecanismos
ainda obscuros associados a condicbes
pouco favoraveis de sobrevivéncia Ga
psittaci na célula, os CR podem nao se
diferenciar em CE, originando os corpos
Onde,

eventos que causem imunosupressdo do

persistentes (CP). apenas apos
hospedeiro, os CP se transformam em CR
e em seguida na forma infecciosa CE. As
formas de persisténcia tém sido associadas

as infeccdes cronicas (Hoganal,, 2004).
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No de
de

diagnostico deC. pisttaci foi conduzido,

Brasil um trabalho

investigacdo epidemioldgica
locais distintos a
de

avaliando-se em trés

populacdo aparentemente sadia

papagaios do génerAmazonamantidos
em cativeiro. Foram colhidas amostras de
swab cloacal em duplicatas de 95

papagaios. Das amostras cloacais

examinadas, a eliminacdo de corpos
elementares d€. psittacinas populagbes
de papagaios foi de 16,7% em Sao Carlos,
22,2% em Belo Horizonte e 56,1% em
Campo Grande. O elevado numero de aves
positivas sugere que a maioria das
infeccbes ocorre sem o desenvolvimento
da doenca clinica, caracterizando o quadro
de portador inaparente (Rasbal, 2002).

Foi

ocorréncia de um surto onde 96,5% dos

reportado pela mesma autora, a

filhotes de papagaios acometidos vieram a
Obito, foi relatado também sintomatologia
de de gripe

complicacbes de uma pneumonia atipica

clinica sinais com
em pessoas que tiveram contato com estas

aves. Caracterizando o  pontencial
zoonodtico da infeccdo (Rast al, 2004).
Em um estudo sorolégico na Bolivia, 54
psitacideos, dentre estes 34 de vida livre,
ndo foi encontrado nenhuma ave com
sorologia positiva par&. psittaci (Deem

et al, 2005). Na Italia em 2005 foi relatado

a presenca de sinais clinicos da doenca em
15 agapornis Agapornis fischeji em um

pet shopamostras de fezes foram colhidas

e todas estas aves foram positivas, decidiu-
se entdo coletar amostras de fezes de
outras aves presentes pet shop porem

gue ndo apresentavam sinais clinicos. De
14 aves testadas duas foram positivas.
trabalho é
de

manipularam estas aves (Greceb al.,

Neste mesmo relatado a

infeccdo  humana pessoas que
2005). Em um estudo na Turquia, o
diagnéstico deC. psittacipor PCR de 96

amostras 33 (34,4%) foram

positivas (Celebet al, 2006). No Brasil,

testadas,

um surto de clamidiose foi descrito em um
de 15
psitacideos. Os achados macroscépicos

centro triagem, envolvendo

foram hepatomegalia com  focos
esbranquicados variando de 1 a 100 mm de
diametro, esplenomegalia e aerossaculite e
os histolégicos foram focos de necrose
multifocais nos hepatocitos com infiltrado
inflamatorio de heterodfilos e linfocitos,
todos achados compativeis com a infeccao
por C. psittaci e o diagnéstico foi
confirmado  por  imuno-histoquimica
utilizando-se anticorpos monoclonais para
C. psittaci confirmando sua presenca no
citoplasma de macrofagos do figado, baco
e diversos outros ¢6rgdos (Ecat al,
2009). Em 2012 foi descrito em um estudo
no mesmo centro de triagem, onde 212
animais foram necropsiados com 152
(72%) positivos par&. psittacipelo teste
da PCR,
extremamente elevada em relagcdo a outros

estudos (Vilela, 2012).

mostrando uma taxa
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2. 3.1.3) Doenca do bico e das penas dos
psitacideos - PBFD- (Circovirus)

A doenca do bico e das penas dos
psitacideos é causada por um circovirus,
semelhante ao da anemia infecciosa das
galinhas,
psitacideos (Cubas, 2006).

A PBFD tem sido notada em aves

e causa doenca clinica em

de vida livre a mais de 100 anos.

Anormalidades nas penas ja eram
observadas emRed-Rumped(Psephotus
haematonotysdesde 1887, muito antes de
seu nome ser inventado, em relatos de uma
sindrome caracterizada por anormalidades
na plumagem e bico de varias espécies de
1981).

A doencga é considerada hoje, como a mais

cacatuas na Australia (Perry,

comum em psitacideos selvagens na
Australia (Raidalet al, 1993). Ja foi
diagnosticada em mais de 40 espécies de
psitacideos. Sendo que, Psittaciformes da
Asia, Africa e Oceania sdo mais
susceptiveis a doenca, e os Psittaciformes
das Américas Central e do Sul sdo mais
resistentes (Bassarmi al, 200).

A doenca pode se apresentar na
forma hiperaguda, aguda ou cronica. A
forma hiperaguda ocorre em neonatos e
jovens e pode causar pneumonia, enterite,
perda de peso e morte. A forma aguda
acomete animais jovens que estéo trocando

as plumas de filhotes para penas de

adultos. Pode causar depressao e alteragdes uma

no desenvolvimento das penas, incluindo

necrose, quebra e sangramento. A forma

cronica é caracterizada pelo aparecimento

progressivo de penas anormais,
principalmente apés a muda. E possivel
notar o desenvolvimento de penas
distréficas, sangramentos, fraturas de

penas, muitos canhdes, linhas de estresse e

destruicdo dos foliculos das penas.
Ocorrem também alteragcbes na cavidade
oral, como um alongamento do bico,

fraturas transversais e longitudinais,
necrose de palato e ulceracdo da mucosa
oral. Geralmente estas lesdes de bico
ocorrem apOs as lesbes de penas estarem
bem avancadas (Cubas, 2006; Harrissbn
al., 2006).

O virus € eliminado pelas aves
infectadas através das penas e pé das
plumas de descamacgao (naturalmente
abundantes em algumas espécies), das
fezes e das secrecbes do papo (Gerlach,
1999). A

imunossupressao a qual deixa o animal

doenca causa uma

susceptivel a infeccbes secundarias

(bacterianas, fungicas e virais), que
normalmente acabam por provocar a morte
do animal (Doneley, 2003). A resposta
imunologica do hospedeiro depende de
varios fatores individuais e ambientais.

Aves naturalmente expostas podem

permanecer clinicamente normais e terem

uma resposta imune adequada, mas em
casos em gue isso ndo ocorre e ha apenas
resposta

imunolégica  menos

adequada, instala-se uma doencga clinica
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superaguda ou aguda (Richie, 1995). De
acordo com alguns estudos a infeccéo
latente assintomatica pode ser bastante

frequente em algumas espécies de
psitacideos como, por exemplo, na
Oceania, onde estudos mostram que

existem grandes diferencas na relagéo

entre individuos doentes e individuos
infectados (Picarra, 2009). Em cativeiro,
por existirem portadores assintomaticos e
contato entre animais de diferentes
espécies, origens e idades, a dispersdo da
doenca € facilitada (Khalest al, 2007).

A

documentada em araras (Ara spp.) e

recuperacdo de PBFD clinica foi

maritacas (Pionus spp.), bem como na

familia Loriinae (Kaleta, 2007).

No Brasil o primeiro diagnostico
relatado da doenca foi realizado em 1997,
em uma cacatuaC@catua alba com
sintomatologia clinica (Wertheet al,
1998).
diagnésticos em papagaio verdadeiro

Também  foram  realizados
(Amazona aestiya(Gussoniet al, 2006),
por Castroet al (2009) em periquitos
australianos Nlelopsittacus ungulatyise
ring-necks (Psittacula kramep)i em um

criadouro em Minas Gerais.

O diagnéstico da PBFD é feito
através do histérico médico da ave, a
presenca de sinais clinicos, além de
exames de histopatologia e PCR. A
confirmar o]

histopatologia pode

diagnostico. As células afetadas terdo

de

em

basofilicos
O
diagnostico pode também ser confirmado

corpusculos incluséo

intranucleares seus ndcleos.
por um teste de PCR em amostras de
penas, fezes ou sangue, o PCR detecta a
presenca de parte do genoma do virus

(Khalesiet al, 2005).

2.3.2) Doengas relacionadas ao Plano
Nacional de Sanidade Avicola PNSA
2.3.2.1) Doenca de Newcastle

A Doenca de Newcastle (DN),
causada pel®aramyxovirusaviario tipo 1
(APMV-1), ocorre nas aves domesticas e
em diversas espécies de aves selvagens e é
listada como enfermidade infecciosa de
notificacao
Mundial de Saude Animal - OIE, sendo

seus focos de erradicagdo compulséria. E

imediata da Organizacao

caracterizada por sinais respiratorios,
digestivos e nervosos, podendo causar
mortalidade elevada (Alexander, 2003).
Estirpes do virus da Doenca de
Newcastle (VDN) tém sido agrupadas,
para fins didaticos, em cinco patotipos com
bases nos sinais clinicos observados nas
aves infectadas. Os mais patogénicos séo
denominados como velogénico, um
designado como velogénico viscerotrépico,
frequentemente  observando-se lesOes
intestinais e respiratérias hemorragicas; e
outro velogénico neurotropico,
observando-se sinais nervosos centrais e
respiratérios, ambos causam altos indices

de mortalidade de até 100% de aves
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infectadas; o patotipo de patogenicidade
intermédiaria € denominado mesogénico,
apresentando-se com sinais respiratorios
mais brandos, ocasionalmente
sintomatologia nervosa central, e menor
mortalidade que, entretanto, pode atingir
50% em aves sensiveis; 0 quarto patotipo
denominado lentogénico ou vacinal
apresenta-se com infec¢des respiratorias
mais brandas e subclinicas; e finalmente a
quinta denominada entérica assintomatica,
consistindo em uma infeccdo entérica
subclinica (Alexander, 2003; Paulillet

al., 2000).

Infeccdes pelo APMV-1 ja foram
descritas em, pelo menos, 241 espécies de
aves, representando 27 das 50 ordens da
classe Aves e, provavelmente, todas as
aves sao susceptiveis a infecgdo, sendo que
as aves selvagens podem atuar como
reservatorios do virus, incluindo estirpes
patogénicas. A severidade da doenca pode
variar de infec¢des inaparentes até a morte,
dependendo da patogenicidade do virus,
condicbes ambientais e dos hospedeiros
(Heckert, 1993).

Entre aves, a transmissdo ocorre
pela eliminacdo nas fezes, fluidos
corporais e aerossois respiratorios. O virus
pode resistir por longos periodos no
ambiente, podendo assim, ser transmitido
por fomites (Leightonet al, 2007) A
maioria das infeccbes em aves silvestres
sao inaparentes, ou causam sinais clinicos

brandos, no entanto, esses animais tendem

a eliminar o virus por um periodo de tempo
relativamente longo (Macpherson, 1956 e
Kuiken et al.;1998, citados por Leightoet
al., 2007). Estas manifestacBes clinicas
geralmente s&do neurolégicas, causando
incordenacéo, posicionamento incorreto da
cabeca e paresia ou paralisia de membros
superiores e inferiores.

No Brasil, o PNSA estabelece
normas de biosseguridade, vacinacdo e
sacrificio sanitario de aves para APMV-1,
para estirpes com indice de patogenicidade
intracerebral maior que 0,7 ou com cadigo
genético para multiplos aminoacidos
de
glicoproteina de fusédo (Alexander, 2003;
2002). O

considerado padrdao é a

basicos no sitio clivagem da

Brasil, teste  sorolégico
inibicdo da
hemaglutinagdo. O isolamento em ovos
embrionados de galinhas SPF e a RT-PCR,
respectivamente, sao realizados para a
replicagdo do virus ou deteccdo do seu
genoma, sendo assim, 0s testes
confirmataorios (Brasil, 2002).
Historicamente, é conhecida a
participacdo das aves silvestres na difusao
mundial da doenca, em especial dos
psitacideos na segunda panzootia da DN,
no final de 1960 no Oriente Médio, com
uma rapida difusdo atingindo todos os
continentes e diversos paises até o ano de
1973. Essa rapida difusdo estava associada
ao grande comeércio de espécies de
psitacideos principalmente provenientes da

América Central e
34
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Sudoeste da Asia, envolvendo transporte
aéreo. Os psitacideos podem desenvolver
uma infeccdo cronica com potencial de
eliminacdo de particulas virais por um
longo periodo (Alexander, 1991, 2003;
Paulilloet al, 2000).

Na Suica, 30489wabs cloacais
coletados de aves selvagens foram
negativos para o APMV-1 utlizando a
técnica de RT-PCR (Camenischt al,
2008). Na India, quatro isolados de
APMV-1 obtidos de

papagaio e agapornis. Foram genotipados e

pombo, 10ris,
identificados como amostras velogénicas
(Senthuranet al, 2005). Um surto de
Doenca de Newcastle com alta mortalidade
foi descrito em faisbes de coleira
(Phasianus colchicys no sudeste da
Inglaterra (Aldouset al, 2007). Paulillo e
colaboradotes, em 2005, constataram que
perdizes Rhynchotus rufesccens
de

patogenicidade eliminam o virus por até 15

infectadas com  estirpes alta
dias, provocando 100% de mortalidade em
galinhas alojadas com esses animais. Além
disso, 30 dias pos-infeccdo as perdizes
soronegativaram ao teste da HI (Pauldto

al, 2005). Apesar de testes sorolégicos néo
fornecerem informacdes sobre a estirpe do
virus da DN, pesquisas em populactes
selvagens sao importantes para conhecer a
circulacdo deste agente entre esses animais
(Leightonet al, 2007). Em um estudo em
araras (Ara sp.) no Peru 30 individuos de

diversas idades foram sorologicamente

negativos para o APMV-1 (Karedt al,

1997). Também no Peru psitacideos de

sendo
Ar@tinga

vida livre capturados, nove

periquitos-de-cabeca-suja
oito

weddelli) e periquito-testinha

(Brotogeris sanctithomae foram
soroldgicamente negativos para APMV-1
(Kirsten et al,1995).

com aves silvestres capturadas proximais a

Em outro estudo

granjas no interior do Estado de S&o Paulo,

das 74 aves capturadas e testadas, todas
foram sorologicamente negativas, estando

de
coquinho Aratinga aured e cinco
de
leucophtalmus (Sousa, 2007). Em um

entre elas um exemplar jandaia

exemplares maritaca Ar@tinga
estudo comaves do Zooldgico Municipal
do Rio de Janeiro e de propriedades
particulares nos municipios proximos foi
realizada coleta de sangue para deteccéao de
anticorpos para VDN. Um painel de 837
plasmas foi obtido, no periodo de agosto
de 1998 a julho de 2001, e analisado pelo
teste de inibicdo da hemaglutinacao (HI),
dos quais 12 foram soropositivas (1,43%)
para o VDN, indicando prévio contato das
aves com o patégeno (Oliveira &t al,
2003).

2.3.2.2) Micoplasmoses

Micoplasmoses sao infec¢bes por
Mycoplasmaspp. integrantes do grupo de
bactérias que nao possuem paredes
celulares, sendo as menores formas de vida

auto-replicantes. Micoplasma € a definicdo
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trivial para os microorganismos da divisdo

Tenericutese da class#ollicutes (Mollis

macio; cutis pele), que séao

caracterizados pela auséncia de parede
celular, decorrente da falta de informacao
genética para sua sintese, fato este que
mais os distingue das bactérias verdadeiras

(Macariet al,, 2000).

As diversas espécies de
micoplasmas sao responsaveis por uma
variedade de doencas em seres

humanos, animais, insetos e plantas. Estas

bactérias podem causar doencas agudas e
cronicas nos hospedeiros, comumente
associados a infeccOes por outros

patogenos, especialmente em condi¢des de
do

formato

imunodepressao hospedeiro.

Micoplasmas tém cocoide,
cocobacilar ou pleomérfico, quanto as
propriedades tintoriais sdo Gram negativas,
mas se coram pelo método de Giemsa. Ha
cerca de 100 espécies dédycoplasma
descritas e 23 destas sao relacionadas as
aves, sendo as mais importantes:
(MG),

Mycoplasma. synoviagMS), Mycoplasma

Mycoplasma gallisepticum

meleagridis (MM) e Mycoplasma iowae
(MI).

como

Somente MG € espécie descrita
de
selvagens (Friend e Frason, 1999; Yoder,
1998).

importancia para as aves

Os

micoplasmose por

da

tosse,

clinicos
(MG)

descargas nasais e oculares,

sinais
sao
espirros,
na e

diminuicéo ingestdo alimentar

producdo de ovos, baixa eclodibilidade e
aumento da mortalidade. Em perus o
principal sinal € aumento de volume nos
seios infraorbitais. A micoplasmose por
(MS)
mencionados para (MG) em galinhas,

causa sinais semelhantes aos

perus e outras aves, porém de forma mais

branda, podendo n&o haver sinais

respiratorios. No entanto, este
microrganismo causa claudicacdo com
aumento de volume nos pés e articulacdes.

Infeccbes crbnicas podem provocar fezes

esverdeadas.

As  micoplasmoses possuem
transmissao  horizontal, através de
aerossois, agua, alimento e fbmites

contamindados e pelo contato direto com
animais infectados. A transmisséo vertical
também ocorre, através da contaminacao
do ovo no oviduto (Leyet al, 2003; e
Yoder, 1998).

O PNSA define as medidas de
de
avicolas de controles permanentes ou
do

destinadas

monitoramento estabelecimentos

eventuais integrantes comeércio
de

reproducao e a producdo de aves e de ovos

internacional aves a

férteis. Para a realizacdo de comércio
internacional, o estabelecimento avicola
devera estar certificado como livre de MG,
MS e MM. O teste da soroaglutinacao
rapida em placas (SAR) é realizado para
triagem e 0s soros reagentes devem ser
submetidos ao teste de ELISA ou inibicao

da hemaglutinagéo (HI). Havendo casos de
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positividade,swabsde traquéia devem ser
coletados e enviados para laboratorios
oficiais para a realizacdo de PCR (Brasil,
2002).

Em experimento realizado no
interior do Estado de S&o Paulo 50 aves
silvestres que viviam proximas a granjas
de galinhas foram capturadas e testadas
sorologicamente para MG, dentre essas
nove aves (11,25%) foram reagentes na
SAR,
confirmatdérios de Hl e PCR (Sousa, 2007).

Allgayer e colaboradores, em um criadouro

porém negativas em testes

comercial de psitacideos em Novo
Hamburgo-RS realizou um levantamento
atraveés de provas soroldgicas e isolamento
de MG e MS em 52 arara8r@ araraung

e oito papagaiosAfmazona aestiyatodas
aves saudaveis, no periodo de margco a
setembro de 2000. Nenhum dos resultados
demonstrou positividade, tanto para o0s
testes sorolégicos quanto para O
isolamento (Allgayeret al, 2001). Uma
correlacdo positiva entre infeccdes por
micoplasma e a sintomatologia classica foi
descrita em  periquitos australianos
(Melopsittacus undulatys papagaios-de-
nuca-amarela Amazona auropalliata e

em passeriformes@arpodacus mexicanys
experimentalmente inoculados com MG de
galinhas (Farmeet al, 2005). Friend e
Fransion relataram a ocorrencia de MG em
um  papagaio campeiro Aihazona
ochocephalpa (Friend e Fransion, 1999).

Horta et al (2008) e Gomeet al. (2010)

diagnosticaram, por meio de PCR, MG em
psitacideos provenientes do centro de
triagem de animais silvestres (CETAS) na
cidade de Belo Horizonte. Entre os anos de
2005 e 2006 Marieto-Gongalves e

colaboradores diagnosticaram dois casos
de MG em psitacideos atendidos no
de Ornitopatologia da

UNESP-Botucatu (Marieto-Goncalvest

al., 2008).

Laboratério

2.3.2.3) Salmonelose

A salmonelose € causada por uma
bactéria Gram-negativa, em forma de
bastonete, do génerBalmonella familia
Enterobacteriaceae cujo habitat € o
intestino grosso dos animais portadores.
(Koneman et al., 2001). Os psitacideos
entretanto microbiota

possuem uma

intestinal normalmente formada por

bactérias Gram-positivos (Cubas, 2006).

@] género
Salmonellaem distribuicdo mundial e
é uma das causas mais comuns

de diarréia bacteriana em seres humanos e

outros animais. No género estao
incluidas cerca de 2.500 sorovariedades,
foram descritas
de

incluindo répteis, aves e mamiferos. A

que em uma grande

variedade animais  hospedeiros,

maioria das sorovariedades apresenta

baixa especificidade de hospedeiro.

Dependendo de fatores
relacionados ao  sorotipo bacteriano,
espécie de hospedeiroe condi¢cdes
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ambientais, a exposi¢cao de um animal para

salmonelas pode resultar uma infecgcao

assintomatica, uma enterite aguda

ou septicemia, ou ainda uma infeccéo

multifocal crénica. Em aves selvagens, a
comum de

salmonelose € uma causa

mortalidade esporadica, especialmente

entre aves jovens que
de

em aves canoras que se rednem para se

permanecem

em grandes colbnias reproducdo, e

alimentar no inverno. Com base
nas diferentes manifestacdes de
salmonelose conhecidas em aves

domésticas, muito continua a ser aprendido
sobre a epizootiologia desta doenca em
aves selvagens, incluindoa possivel
adaptacdo do hospedeiro ao agente, e a
de

a

contribuicao potencial
transmissao transovariana para
de
populacdes de aves selvagens (Thoetas
al., 2007).

A transmissdo da salmonelose

persisténcia salmonela nas

ocorre principalmente pela via fecal-oral,
pelo contato direto com animais infectados
ou pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados. Na avicultura industrial, a
transmissao via ovo também €& importante.
Pode ocorrer pela infeccdo do ovo no
ovario, durante o transito pelo oviduto, ou
apos a postura, por contaminacgdo na cloaca
do

microrganismo chegando as membranas da

e conseqliente penetracdo

casca ou até ao embrido em

desenvolvimento. O filhote pode ainda se

infectar durante a eclosao, através da casca
contaminada (Macast al, 2000).
da

salmonelose ndo € caracteristica podendo

A manifestagdo clinica
ser confundida com qualquer septicemia
causada por outra bactéria, 0s sinais séo
anorexia,

inespecificos, como apatia,

desidratacdo, enterocolite aguda com

diarréia, podendo ocorrer bacteremia,
meningite com sinais nervosos, enterite
necrotica e morte subita. Os fatores que
contribuem para a gravidade e para a
da sdo fatores

ocorréncia doenca

estressantes, imunossupressao, dose
infectante, via de transmissdo, espécie e
idade acometida, doencas concomitantes,
sorotipo deSalmonellasp. envolvido, entre
outros fatores (Friend e Franson, 1999).
Segundo o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA), para proceder
ao comercio nacional e internacional e a
transferéncia, no ambito nacional, de seus
produtos, o nucleo ou estabelecimento
avicola que possua reproducdo de qualquer
tipo de aves, devera estar certificado como
livre de Salmonella Gallinarum e
SalmonellaPullorum e livre ou controlado
para SalmonellaEnteritidis e Salmonella
Typhimurium. As provas que devem ser
realizadas para o0 monitoramento dos
plantéis sdo soro-aglutinagdo rapida em
placas (SAR), que pode ser em placas de
Huddleson utilizando-se sangue total ou
soro, aglutinagéo lenta em tubos (SAL) ou
microaglutinacdo, e

confirmagédo por
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isolamento  bacteriano. Para aves
ornamentais ou silvestres de producéo,
serdo adotados 0s mesmos critérios
utilizados Todas

para matrizes. as

salmonelas isoladas deveréo ser
obrigatoriamente, enviadas ao laboratorio
oficial e de referéncia de salmonelas
aviarias para serem investigadas sob os
aspectos epidemiolégicos/microbiolégicos
(Brasil, 2002).

No Brasil foi relatada a morte de
araras azuisAhodorhynchus hyacinthinus
por SalmonellaTyphimurium (Menéoet
al., 2000). No Zooldgico do Rio de Janeiro
foi descrita a auséncia de isolamento de
Salmonellasp. em uma amostragem de
swabs cloacais de 78 aves selvagens de 21
espécies (Lemost al, 1999).Salmonella
sp. ndo foi detectada em nenhuma das
amostras, no estado de S&o Paulo, em uma
amostragem de 200 aves selvagens por
swabs cloacais e cultivo bacteriano.
Kanahiroet al (2002) relatou o isolamento
de Salmonella enterica entericale um
Agapornis
pertencente a uma criagdo com mais de

psitacideo roseicollis
2000 aves na cidade de Descalvado no
Estado de S&o Paulo, com resisténcia a
antibioticoterapia a enrofloxacina.
Também no Estado de S&o Paulo, em um
estudo com aves de vida livre capturadas
proximas a granjas, em 80 amostras,
apenas uma foi reagente para SAR e
confirmada por isolamento (Sousa, 2007).
isoladas Salmonella

Foram também

Braenderup em cloaca de arara-azul do
Pantanal Anodorhynchus hyacinthinys
em seu ambiente natural. Considerando-se
o alto potencial zoonético, destaca-se a
de

psitacideos em ambiente natural (Lo#o

relevancia do controle sanitario
al., 2009). Allgayer estudou a prevalencia
de

comerciais, mantenedouros e zoologicos

Salmonella sp. em criadouros

no Rio grande de Sul, e relatou que
aproximadamente 13,2% (num total de 280
aves) dos psitacideos mantidos em
cativeiro eram portadores assintomaticos
ou eram transientemente infectados pelo

géneraSalmonella(Allgayer, 2003).

2.3.3) Parasitoses
2.3.3.1) Acaros e piolhos

Uma grande diversidade de acaros
de

cativeiro. A sarna knemidocoptica causada

causa infestacdo em psitacideos
pelo acaroKnemidocoptes spE comum
em periquitos australiano$/élopsittacus
ungulatu3 e outras aves.

A de

hiperqueratose caracteristicas em areas

sarna causa lesdes
desprovidas de penas como o bico, cera,
Pode

deformacéo do bico, crescimento anormal

palpebras e patas. ocorrer
das unhas e descamacdo da pele, tendo
dificuldade de

locomocéo, artrite e infeccbes bacterianas

como consequéncia,
secundarias.
O diagnéstico clinico é feito pela
observacéo das lesfes tipicas e por exame
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microscopio de raspado das lesbes, em
lamina e laminula com solucdo de
hidroxido de potassio a 10%, para
visualizagdo dos acaros (Greiner and
Ritchie, 1994).

Em um estudo avaliativo com 36
papagaios de San VincentAnjazona
guildingii) foram diagnosticados duas aves
parasitadas com o acakmemidocoptesp.
(Deemet al, 2008).

Os

Dermanyssus sppE Ornithonyssus spp.

acaros vermelhos
Causam anemia, prurido, debilidade e alta
mortalidade de adultos e filhotes de aves
em criatérios com grande infestacdo. O
Dermanyssus gallinaeé encontrado no
aviario formando col6nias nas frestas e em
fendas, em acumulo de sujeiras e em
ninhos e poleiros. Permanecem nestes
locais durante o dia e a noite procuram as
aves para realizarem o repasto sanguineo.
O Ornithonyssus burseealiza seu ciclo de
vida na ave e nao sobrevive muito tempo
fora do hospedeiro, concentra-se ao redor
da cloaca (Greiner and Ritchie, 1994).
Karesh et al (1997) relataram em seu
estudo a ocorréncia de uma infestagéo leve
de Ornithonyssus bursam dois filhotes

de Ara macaoque estavam sendo criados
pelos pais, e ndo foi relatado a presenca
deste parasita em nenhum dos filhotes

criados artificialmente.

Os piolhos sao insetos (Ordem

Phthiraptera,  Classe Insecta) nao

hematofagos que parasitam as penas das
aves, podendo acarretar injurias em
infestagbes muito grandes. O estudo dos
maldéfagos de psitacideos sugere a co-
evolucdo da ave e do parasito.

Nos psitacideos americanos
ocorre historicamente um anico género de
maldfagos Paragoniocotes com quatro
linhas evolutivas que acompanhariam a
evolucao dos proprios Psittacidae, quanto a
sua ocorréncia nos diversos géneros,
podemos ver que uma primeira linha
aparece nos Pionopsitta Pionus e
Amazona uma segunda sé no género
Amazona junto com a anterior, uma
terceira nos Ara, Aratinga Pyrrhura,
Forpus e Brotogeris e a quarta nos
Aratinga Forpuse Brotogeris junto com a
anterior. (Sick, 1997).

No parque zoolégico municipal
Quinzinho de Barros, na cidade de
Sorocaba e na fundacado jardim zooldgico
do Rio de JaneiroValim et al. (2005)
encontraram 28 espécies de maléfagos que
foram coletadas de aves silvestres no
acervo do zooldgico de Sao Paulo durante
0 ano de 2003. Sendo que em psitacideos
foram encontrado®sittacobrosussp. em
azul

arara grande (Anodorhynchus

hyacinthinus) e Psittacobrosus
burmeisteri em arara vermelha(Ara
chloropterg. Kareshet al (1997) relatou

em seu estudo a ocorréncia de uma espécie
nao identificada de malofago parasitando

filhotes de araraAra macag criados pelos
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pais, e em nenhum filhote criado
artificialmente.
2.3.3.2) Coccidioses

Em aves de cativeiro, as

coccidioses representam uma constante
ameaca as criacdes. Os géneknmeria
spp. e Isospora spp.sdo as principais
espécies responsaveis pelas coccidioses em
aves (Greiner e Ritchie, 1994).

Coccidioses sao comuns em
passeriformes, pombos, tucanos e lories, e
sdo raras em psitacideos do género
Amazona.Duas espécies deimeria (E.
dunsingi e E. haematodi e uma de
Isospora (I. psittaculag@ foram descritas
em psitacideos (Hofstattet al, 2011).

Os de

Eimeria sdo subdivididos em quatro

oocistos esporulados
esporocistos com dois esporozoitos cada,
enquanto quesospora 0 00cCisto possui
dois esporocistos com quatro esporozoitos.
Aves infectadas podem ser assintomaticas
ou desenvolver sinais clinicos como
prostracdo, reducdo da massa muscular
peitoral, penas pericloacais sujas de
excretas e diarréia amarelada, com estrias
de sangue ou escura (sangue digerido), e
Obito. A coccidiose comumente esti
associada a outras doencas, relacionando-
se como uma doencga oportunista.

A transmissdo pode ser direta ou
através de alimentos ou agua contaminada
com 0s oocistos. O diagnéstico é realizado

pela visualizacdo de oocistos de coccidia

nao esporulados e/ou esporulados nas
excretas pelos métodos de exame direto
das fezes em microscopia Optica e
flutuacdo em solucdo saturada de NaCl
(Harrison, 1994).

Em um estudo no Japéo, foi
descrito uma coccidiose em papagaias (
aestivg (Tsaiet al, 1992). Na Guatemala
em um estudo durante a translocacao de
350 aves, 75 amostras de fezes foram
analisadas, sendo encontrada coccidia em
apenas trés amostras pertencentes a
papagaiosAmazona autumnajlgRonney
2001).

demosntrado a infeccdo p&imeria em

et al, Estudos recentes tém
psitacideos, como na Costa Rica, onde foi
descrita uma nova espécie dgmeria
(Eimeria  aratingg em  Aratinga
canicularis (Upton et al.,, 1994). E no
Brasil recentemente foram descritos trés
espécies deécimeria (Eimeria amazonge
Eimeria
aestivae) em papagaios do

AmazongHofstatteret al, 2011).

Eimeria  ochrocephalae; e

género

2.3.3.3) Helmintoses

Entre os varios problemas
sanitarios que afetam as aves silvestres, as
enfermidades parasitarias estdo entre as
mais frequentes, podendo causar desde
infeccdes sub-clinicas até a morte (Freitas
et al.,, 2002), sendo as endoparasitoses
muito comum principalmente em casos de
alta densidade populacional (Barretsal.,
1986).
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As helmintoses sao parasitoses
causadas por nematdides, acantocéfalos,
cestoides e trematdides. A maior parte dos

helmintos parasita o trato gastrointestinal,

determinando lesbes e  processos
inflamatérios de  diferentes  graus,
dependendo da espécie envolvida,

quantidade de parasitos e imunidade das
aves. As helmintoses podem ter curso
agudo com morte, mas 0 mais comum ¢é a
forma cronica e debilitante.

Os

prostracdo, plumagem descolorida e perda

sinais  clinicos incluem
de peso (decorrentes da mé absor¢cdo dos
nutrientes), anorexia, penas arrepiadas,
regurgitacdo, diarréia e anemia.

Os nematobides mais comumente
observados sééscaridia spp., Capillaria
spp., Heterakis sppe Strongyloides spE&
0Ss cestoides Davainea proglottina,
Raillietina spp. e Amoebotaenia spp
2002).

parasitos de aves referidos para o Brasil

(Freitas et al, Os nematoides
pertencem a 17 superfamilias , 23 familias,
75 géneros com 257 espécies (Viceete
al., 1995).

Em um estudo no Espirito Santo,
das 36 aves examinadas, 14 (38,89%)
apresentaram diagndstico positivo nos
exames coproparasitolégicos (Carneg@bo
al., 2011). Em outro estudo no interior de
Séo Paulo, das 212 amostras examinadas,
76,6% foram de aves silvestres, tendo-se
observado:

ovos de Ascaridia sp.,

Capillaria sp. e Heterakis sp.; cistos de
Balantidium sp., Blastocystis sp. e

Entamoebasp; e oocistos de coccideos.
17

Psittaciformes, onde dois foram positivos

Dentre  estas aves estavam
para infestagdo mista dos protozoarios
Entamoeba sp. Balantidium sp. e nao
foram positivos para nenhuma helmintose
(Marieto-Goncalve®t al, 2005). Em outro
estudo em psitacideos exéticos foram
encontrados ovos de parasitas nas amostras
de fezes. Nas calopsitasNymphicus
hollandicug e nos papagaios do Senegal
(Poicephalus senegalus foram
encontrados ovos déscaridia platycerci

e em roselasPlatycercus eximiysforam
encontrados ovos ddeterakis gallinarum
(Balicka-Ramiszt al, 2007). No Peru, um
estudo com ararasAfa macao Ara
araraung, ovos de nematdides estavam
presentes em sete de dez amostras, e foram
identificados como Ascardia galli e
Heterakissp. (Kareslet al, 1997). Em um
estudo com papagaios de San Vincent
(Amazona  guilding)i os  exames
parasitologicos onde 21 amostras foram
analisadas, apenas uma foi positiva e o0s
ovos encontrados foram do parasita

Capillaria sp. (Deenet al, 2008).
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3) Objetivos
3.1) Objetivo geral

Determinar o perfil sanitério de
psitacideos em cativeiro em Minas Gerais

para doencas selecionadas.

3.2) Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia da infeccéo
(ABV),
psitacideos afetados pela sindrome da

por Bornavirus aviario em
dilatacdo de proventriculo (PDD), pela
deteccdo do RNA de ABV e imuno-
histoquimica.

Determinar a ocorréncia da
infeccdo porChlamydophila psittac(CP)
pela deteccdo do DNA de CP.

Examinar a ocorréncia de infeccéo
por circovirus da doenca do bico e das
penas dos psitacideos (PBFD) pela
deteccdo do DNA do circovirus.

Avaliar a ocorréncia de anticorpos
para APMV-1 (virus da doenca de
Newcastle).

Examinar soros para anticorpos
especificos contra Mycoplasma
gallisepticum.

Examinar soros para anticorpos
especificos contr&almonellaPullorum /
SalmonellaGallinarum.

Determinar a ocorréncia de ecto e

endoparasitoses.

4) Material e métodos

4.1 Locais de execucdo do projeto e
animais

Fizeram parte deste estudo todas
as aves da ordem Psittaciformes que
vieram ao Obito durante o periodo de
execucdo deste trabalho, e foram
encaminhados ao Setor de Doencas das
Aves da UFMG, onde foram realizados
exames necroscopicos e coletados
materiais para diagnéstico dausa mortis

Além disso, amostras de sangue,
swabs cloacais, de fenda palatina e
amostras fecais de psitacideos do género
Ara e Amazona foram coletadas no
criatorio comercial Fazenda Vale Verde,
de
mantenedor de fauna Recanto do Amor e
na Estacdo Ecologica de PETI-CEMIG |,
de

cadastrados no IBAMA de Minas Gerais.

mantenedor fauna Bem Viver,

todos empreendimentos fauna
A amostragem (Tab.1) totalizou 216 aves,
sendo 145 A. aestiva representando
(67,2%) das aves testadas; 21 (9,7%MRAde
vinacea 10 (4,6%) deA. rhococorytha;e

40 (18,5%) deA. ararauna O periodo de
coleta das amostras biolégicas foi iniciado
no dia 24-05-2011 e encerrado no dia 23-
08-2011.

Imediatamente apds cada coleta as
amostras foram processadas no Setor de
Doengas das Aves, Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG);Laboratorio de
Genética Animal da Escola de Veterinaria

da UFMG; no Laboratério de Genética
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Celular e Molecular (LCGM) do Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFMG; no
Laudo Laboratorio Avicola de Uberlandia,
Minas Gerais, Laboratdrio de patologia
clinica do hospital veterinario da UFMG,
ou também no Laboratory of Avian
Pathology,

Davis - USA.

University of California —

O projeto foi aprovado no Comité

de Etica e Experimentagdo Animal

(CETEA/UFMG) registrado no protocolo
10/2011 (anexo 1).

No Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO)
do Instituto Chico Mendes de Conservacao
da Biodiversidade com o protocolo 26263-
1 e cbdigo de autenticacdo 51142388

(anexo 2).

Tabela 1: Numero amostral por criatério, locabdgem e espécie de psitacideo.

CRIATORIOS | Local de | Localizagcdo | Amazona | Amazona | Amazona Ara
origem geografica aestiva vinacea rhodocorytha | ararauna
Vale Verde Betim 19°58'04" S 100 0 3 26
44°11'52" O
Bem Viver Betim 20 8
Peti Sao Gongalo| 19°49'33" S 18 11 4 3
Rio Abaixo 43721430
Recanto do Esmeraldas | 19°45'46" S 7 2 0 3
Amor 44° 18'50" O
Sub-total Total = 216 145 21 10 40
aves
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Tabela 2 — Cronograma de coletas

Criatorio
X
datas

Vale Verde

Bem Viver

Recanto do Amor| Estacao de PETI

24-05-2011

AAVV 01 a 20
ARVV 01 e 02

06-06-2011

AAVV 21 & 44

14-06-2011

AAVV 45 a70

21-06-2011

AAVV 71 & 98

19-07-2011

AAVV 99 e 100

AABV 01410

AraVV 01 4 09

26-07-2011

AraRA 01 a 03
AVRA 01 e 02
AARA 01 4 07

AraVV 10 a 26
+ recoletas

02-08-2011

AABV 11 a 20
AVBYV 01 a 08
AraBV 01 a 08
ARBV 01 4 03

10-08-2011

23-08-2011

AAC 01 a 18
AVC 01 a11
ARC 01 a 04
AraC 01 a 03

Legenda: AA = Amazona aestiva; AV = Amazona vinadgdd= Amazona rhodocorytha; Ara = Ara ararauna;
VV= Vale Verde; BV = Bem Viver; RA = Recanto do Am& = Estacéo Ecologiga de PETI-CEMIG.

4.2) Contencéo das aves nos criatorios
As

fisicamente, com auxilio de pucas e luvas

aves foram contidas

de couro, e posteriormente contidas
quimicamente, utilizando isoflurano em
um aparelho de anestesia inalatoria
portatil, a fim de, facilitar o acesso venoso
das aves, bem como o bem estar e a
seguranca dos manipuladores e das
proprias aves, reduzindo o estresse e as
possiveis alteracdes fisioldégicas causadas

por esse estresse.

4.3) Amostras de fezes, amostras de
sangue eswabs.

As aves foram retiradas de seus
recintos habituais e acondicionados em

gaiolas individuais, estas por sua vez eram

colocadas em cima de sacos plasticos
limpos, esperava-se até que a primeira ave
defecasse. As amostras de fezes foram
coletadas em frascos limpos, identificadas
e acondicionadas em um isopor com gelo,
em seguida a ave foi contida fisicamente e
encaminhada até a mesa de anestesia.
Uma vez anestesiada, amostras de
sangue (2-5 ml, dependendo da espécie)
foram colhidas apos a limpeza (alcool
70°GL) do local de puncédo na veia jugular
com seringas estéreis descartaveis e
agulhas de 25 x 7 ou 20 x 55. A
hemostasia era feita por compressao. A
separagdo do soro ocorreu na seringa e o
armazenado sob

material coletado foi

refrigeracao e posteriormente congelado.
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Foram colhidos umswab cloacal e um
swab de fenda palatina de cada ave, os
quais foram acondicionados em um tubo
(microtubo tipoEppendorf de 1,5ml com
0,5ml de PBS.

4.4) Exame clinico, afericdo do peso das
aves e escore corporal

Apb6s a coleta do ultinsavab foi
realizado um exame clinico nas aves.
Neste momento observou-se a presencga ou
auséncia de ectoparasitas, alteracbes
anatbmicas, condicdo da plumagem, das
rémiges primarias e secundérias e também
das retrizes.

Também por observacao visual
estimou-se escore corporal das aves,
realizado com analise da musculatura

peitoral e gordura na regidao abdominal. Foi

definido um escore com variacdo de 1 a 5,
onde 1 seria a ave caquética, 2 a ave
magra, 3 a ave com condigéo ideal, 4 ave
um pouco acima do desejado e 5 ave
obesa.

Em seguida as aves foram
retiradas da anestesia inalatoria, e ainda,
antes de sairem do padrao anestésico, eram
pesadas. Os papagaiofAn(azona sp.)
foram colocados em um saco de pano e a
afericdo foi feita com auxilio de uma
pesola. O peso das arardgg araraung
era aferido com o auxilio de uma balanca

eletronica.

'. o =l = _r.' i

Fig. 3 — PapagaiosA(azona aestijaem gaiolas individuais, com fundo plastico para a

coleta de fezes, aguardando para procedimentoésitast
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Fig. 4a — Papagaio verdadeivdnfjazona aestiyaanestesiado com isoflurano em aparelho de
anestesia portatil (Metalvet®), acondicionado samiehdo térmico e toalha.

Fig. 4b — Papagaio verdadeiniazona aestiyasubmetido a coleta dmsvabcloacal.

Fig.4c - Papagaio verdadeirdnfazona aestiyasubmetido a puncdo da veia jugular com
seringa de 3ml e agulha (20 x 5.5 BD®).

Fig. 4d — Papagaio do Espirito Sanrdan@zona rhodocorythaubmetido a coleta davabde
fenda palatina com auxilio de abre bico (Ortovet®).
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4.5)
laboratdrio

Armazenagem dos swabs no

No laboratério, o tubo contendo
osswabsforam agitados em vortex intenso
e osswabsretirados. As amostras foram
estocadas a -20°C até a realizacdo da
extracdo de DNA pelo método de silica e
Nal (descrito por Boomet al 1990 e

modificado por Caxitet al2006).

4.6) Necropsia

Os psitacideos que vieram ao
Obito durante o periodo de trabalho foram
submetidos a exames necroscopicos,
conforme a técnica descrita por Cabana
(2008).

Foram eles, dois exemplares de
cuiu-cuit Pionopsitta pileaty quatro
papagaios de peito roxo Arhazona

vinaceg, duas maracanas Primolius
maracangd, uma arara vermelhaAfa
macag, uma ararajuba Quaruba
guaroubg, um papagaio do espirito santo
(Amazona rhodocorytha uma maracana-
acu @Ara severya uma maritaca verde
(Pionus maximilian), uma maritaca roxa
(Pionus fuscus duas maritacas de cabeca
roxa Pionus mesntrys e um loris arco-
iris (Trichoglossus haematodus

tecidos

Coletaram-se diversos

(inglavio, proventriculo, ventriculo,

figado, baco, intestinos, diversas partes do
cérebro, cerebelo,

ganglios nervosos,

glandulas adrenais e rins) que foram

acondicionados uma partida em solugéo de

formalina e posteriormente alcool 70 °GL e
outra partida conservada congelada a -70
°C.

4.7) Histopatologia para Bornavirus
aviario
As amostras coletadas na

necropsia acondicionadas em alcool 70°GL
foram enviadas ao Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias, Setor de
de

Minas Gerais onde realizou-se a inclusao

Patologia da Universidade Federal

em parafina. Os blocos de parafina foram
encaminhados para exame no Avian
Pathology Department, University of
California onde foram processados cortes
de 5mm de espessura, corados pelo método
hematoxilina e eosina e posteriormente

avaliados por microscopia oOptica.

4.8) Imuno-histoquimica para
Bornavirusaviario
Os tecidos escolhidos para esta
analise foram, cérebro, proventriculo,

nervos periféricos, glandula supra-renal,

figado, muasculos  esqueléticos e
testiculos, que foram cortados com 3mm
de

protocolo de

espessura, desparafinizados. O
imunohistoquimica (IHC)
seguido foi o descrito por Weissenbdak
al. (2009). As analises de IHC foram
realizadas no Avian Pathology Department
California, sob

Prof. Dr. H. L.

of
do

of  Universty
coordenacao

Shivaprasad.
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4.9) Exames coproparasitolégicos

Foram coletadas excretas de em
frascos plasticos novos de todos os
(n=216). As

armazenadas em

psitacideos amostrados

excretas  foram
refrigeracdo (4-8°C) até o momento da
realizacdo dos exames. Foram utilizados os
meétodos de microscopia direta a fresco em
preparacdo umida (solucao fisiologica) de
lamina e laminula (Hoffmann, 1987), e o

meétodo parasitolégico de flutuacdo em

solucdo saturada de cloreto de sodio
1,20)

menisco no frasco e sobreposi¢cdo de uma

(densidade com formagcao de
lamina durante 15-20 minutos e posterior
observacdo em microscopia oOptica.
4.10) Soroaglutinacdo Réapida em
Placa

Os soros dos psitacideos foram
testados individualmente com antigenos
coloridos comerciais pard. gallisepticum
(MYCO-GALLI TESTE - Laudo®), S.
Pullorume S.Gallinarum (PULOR TESTE
— Laudo®) autorizados pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento).

Os testes foram realizados de
acordo com o PNSA (Brasil, 2001 e 2003).
Os antigenos foram conservados entre 2°C
e 8°C. Soros conhecidos nao reagentes de
aves SPF e reagentes de referéncialdara
gallisepticum e S. Pullorum foram

utilizados para o controle do teste.

Utilizaram-se 50 microlitrosul) de soro,

0s antigenos e os soros foram retirados do
refrigerador e mantidos a 25°C por cerca
de 10 minutos, antes do inicio da prova.
Uma placa de vidro subdividida em
guadrados (Huddleson) de 2,5 x 2,5 cm,
com 50 quadrados foi utilizada para
realizar o teste. O exame foi realizado em
ambiente fechado, em local com o minimo
de poeira em suspensao para nao
prejudicar a visualizagdo da reagado. A
temperatura para a realizacdo da prova foi
de 25 °C mantida com ar condicionado.

A mistura soro com antigeno foi
feita em proporgcéo aproximada de 1:1, ou
seja, 3QuL de soro para 3(L de antigeno.

Os 30uL de soro da ave foram colocados

em um quadrado e apds agitar o frasco do
antigeno, de maneira cuidadosa e continua,
depositou-se uma gota no centro de cada
guadrado da placa de vidro, mantendo o
frasco conta-gota na posicéo vertical, sem
tocar o soro da ave testada. Misturou-se
com auxilio de uma ponteira de plastico o

soro e 0 antigeno, com movimentos
circulares. Entre um e dois minutos, apés a
homogeneizagcdo do soro e antigeno,
iniciou-se a formacdo de grumos de

coloracdo violeta escura, indicando a

reatividade. Soros reagentes produziram
granulacdo semelhante ao soro controle
positivo. No caso da ave ndo ser reagente,
a reacdo permaneceu uniforme, sem
grumos, semelhante ao soro controle

negativo. Nao foi realizada a leitura apés 2
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minutos. Uma pequena propor¢cdo de
reacOes de dificil leitura e/ou interpretacéo
ocorreu. Todos os soros com ocorréncia de
granulacéo fina, foram diluidos em solucéo
salina autoclavada, na proporcao de 1:10.
Foram considerados reagentes apenas 0S
soros confirmados a diluigéo de 1:10.

Os soros reagentes no teste de
SAR foram submetidos a outras provas,
mais especificas, como a inibicdo da
hemaglutinagéo pafd. gallisepticume M.
synoviaee soroaglutinacdo lenta em tubo
S.Pullorum'S. Gallinarum.

da

para

4.11) Técnica de

hemaglutinacéo

inibicao
Mycoplasma  gallisepticum e
Mycoplasma synoviae

Todos os soros foram enviados ao
laboratério Laudo em Uberlandia-MG, e
reagente ou nao, foram submetidos a prova
de inibicdo da hemaglutinacdo (IH) para
de contraM.

gallisepticum ou M. synoviae Os testes

avaliacédo anticorpos
foram realizados de acordo com o PNSA
(Brasil, 2001).

O antigeno utilizado nessa prova
foi produzido pelo laboratorio Laudo em
Uberlandia, Minas Gerais, a partir de
isolados padrdes dd. gallisepticume M.
synoviae

O de
considerado a reciproca da maior diluicdo
de
hemaglutinagdo. Em cada prova foram

titulo anticorpos  foi

capaz inibir  completamente a

utilizados soros controles positivos e

negativos.

4.12) Soroaglutinacdo lenta em tubo

(SAL) para Salmonella
Gallinarum e Salmonella
Pullorun

Todos os soros foram enviados ao

laboratorio Laudo em Uberlandia-MG,

onde realizaram-se o0s testes de
soroaglutinacéo lenta. Neste teste, o soro é
diluido a 1:25 e o antigeno na

concentracdo adequada. Os testes foram
realizados de acordo com o PNSA (Brasil,
2003).

O volume da mistura foi de
aproximadamente 1 mL e a reacéo foi feita
dentro de tubo de ensaio a 37°C. A leitura
foi realizada ap6s 16-24 horas. A
finalidade do teste € detectar a presenca de
aglutininas especificas cont& Pullorum
e S. Gallinarum no soro sanguineo das
aves.

No caso de positividade, ocorreria
aglutinacdo dos antigenos, formando
aglomerados visiveis a olho nu. No caso de
a amostra ser negativa a mistura

permaneceu inalterada.

4.13) Teste de da
hemaglutinagédo para doenca de

inibicéo

Newcastle
O teste de IH foi realizado no
Laboratorio de Doenca das Aves da EV-

UFMG de acordo com o PNSA (Brasil,
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2002).
hemaglutinagéo (IH) a estirpe vacinal B1
do APMV-1 (Biovet®)

como

Para o teste de inibicdo da

Hitchner foi

utilizada antigeno apos
reconstituicdo em 30 mL de PBS estéril
(tampédo fosfato-salina autoclavado) e
inativada com formol a 0,1%.

Foram utilizadas microplacas
(fundo em “u”) de 96 orificios e hemacias
frescas de galinhas adultas sadias (SPF),
coletadas com seringas estéreis e com
anticoagulante citrato de sodio a 4,5% e
lavadas trés vezes em PBS (pH 7,2). A
suspensao viral utilizada na técnica de IH
foi titulada pelo teste da hemaglutinacéo
(HA) imediatamente antes da execucéo da
prova e calculada a diluicdo que continha 4
unidades hemaglutinantes (UHA).

Os soros testados foram diluidos
previamente em PBS nas placas de 96
orificios (50 ulL/orificio) nas diluicdes de
1:2 a 1:1024. As amostras de soro foram
testadas em duplicata.

Uma suspensdo do virus com 50
uL contendo 4 UHA foram adicionados a
cada diluicdo do soro. Apés uma hora de
incubagdo a temperatura ambiente (25°C),
50uL de

foram adicionados uma

suspensao de hemécias a 0,5%. Em cada

prova foram utilizados soros controles
positivo e negativo e a retrotitulagdo do
antigeno para a confirmacéao de 4 UHA. A
placa foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente (25°C) e o titulo foi

expresso como a reciproca da maior

diluicdo que inibiu completamente a
hemaglutinagéo.

A ave foi considerada negativa
onde ndo houve a formacédo de botdo, e
ocorreu a hemaglutinacdo. A ave foi
considerada positiva onde houve a
formagcdo de botdo, e ndo ocorreu a

hemaglutinacéo.

4.14) Extracdo de DNA de swabs
cloacais e de fenda palatina

Método de extracdo de DNA por
silica, método de Boonet al., (1990)
seguindo o protocolo de Caxitet al.
(2006), com modificacdes para dioxido de
silicio ativado como adsorvente.

Os

psitacideos e acondicionados em tubos de

swabs coletados dos
eppendorf de 2.0 ml com 0,5ml de PBS
foram estocados a -20°C. Foram retirados e
deixados a temperatura ambiente por cerca
de 30 minutos e depois vorterizados. Cerca
de 200 pl da solugéo foram pipetadas para
outro tubo devidamente identificado,
adicionaram-se 600 pul de Nal a 6M,
realizou-se vortex e em seguida os tubos
foram aquecidos a 55°C por 30 minutos em
termobloco, realizando homogenizacéo
rapida (vortex) a cada 10 minutos. Em
seguida os tubos foram centrifugados a
5.000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi pipetado com
cuidado para que os detritos ficassem para
trds e acondicionados em outro tubo.

Adicionaram-se 50 ul de silica, foi feito
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um vortex rapido e em seguida os tubos
foram levados ao homogenizador durante
15 minutos. ApoOs esta etapa os tubos
foram centrifugados por 45 segundos a
14.000 rpm, o sobrenadante foi descartado
e adicionado 800 pul de Nal, foi feito vortex

e novamente levados a centrifiga por 45
segundos a 14.000 rpm. Esta etapa foi
repetida por trés vezes.

Apés o ultimo descarte do
sobrenadante foi adicionado 1ml de etanol
wash gelado (TRIS HCI pH 8 1M, EDTA
pH 8 0,5M e alcool PA), em seguida foi
realizado vértex e depois os tubos foram
levados a centrifuga por 45 segundos a
14.000 rpm. Esta etapa foi repetida por trés
vezes. Ao final dela apoOs descartar o
sobrenadante secou-se a beira dos tubos de
eppendorf em um papel toalha limpo e
acrescentou-se 1ml de acetona gelada,
realizou-se em seguida vértex e novamente
centrifugacdo por 45 segundos a 14.000
rom. O sobrenadante foi descartado, as
pontas dos tubos foram secadas em outro
papel toalha limpo e os tubos levados ao
termobloco a 50 °C mantidos abertos por
10 minutos, para completa evaporacdo da
acetona. Adicionou-se entdo 60 pl de TE
(Tris-EDTA)

realizou-se um vortex intenso e novamente

previamente  aquecida,

levou-se os tubos ao termobloco a 50 °C
por 10 minutos, em seguida realizou-se
uma centrifugacdo por 3 minutos a 14.000

rpm.

O sobrenadante foi entdo passado
para um microtubo tip&ppendorfde 500

Ml
novamente o sobrenadante foi repassado

a centrifugacdo foi repetida e
para um microtubo de 500 ul previamente

identificado e armazenado a -20°C.

4.15) Extracdo de DNA - coagulos

sanguineos

A extracdo dos coagulos de
sangue foi feita como a extragdo para
swabs modificando a etapa inicial na qual
se utilizaram aproximadamente 2(iDda
amostra de coagulo de sangue macerado
em microtubo e adicionado trés volumes
(600 pul) de iodeto de sodio (Nal) aquecido
a 55°C por 30 min e vorterizado. A partir
da adicao de silica o0 método foi executado

como descrito previamente.

4.16) Extracdo de RNA amostras de

tecido

As amostras biolégicas coletadas
nas necropsias e mantidas conservadas em
-70 °C também foram utilizadas para
extracdo de RNA. Optou-se pela extragcéo
em amostras de cérebro, mais indicada
para o diagnostico da suspeita clinica. O
protocolo utilizado foi guanidina fenol-
cloroformio (Trizol®) desenvolvido da
seguinte maneira.

As amostras foram aliquotadas
ainda congeladas e pesadas utilizando-se
0,200g destas. A seguir foram adicionados

500 pl de TEN aos poucos enquanto a
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amostra foi mascerada com auxilio de um
minipistilo. Ao completar-se 500 pul, a

amostra foi pipetada cerca de 30 vezes, e
depois vortexada intensamente.
Centrifugadas a 11.000 rpm durante 10
minutos e 250 pl retirados do clarificado e
colocados em um outro tubo, previamente
identificado. O pellet e o restante do

clarificado foram novamente armazenados
a -70 °C. Foram adicionados 750 ul de
15

segundos e incubados por 10 minutos a

Trizol® gelado, vortexados por
temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Apbés este periodo os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm durante 15
minutos a temperatura ambiente e
transferidos 650 pul do sobrenadante para
um outro tubo previamente identificado,

atendo-se ao cuidado para nao pipetar a
parte branca ou résea. Em seguida foram
adicionados 650 ul de isopropanol gelado
e homogenizava-se vagarosamente por
inversdo cerca de 20 vezes. As amostras
foram entdo incubadas a -70 °C por 40
minutos.

Depois deste periodo o material

foi centrifugado a 11.500 rpm durante 25

minutos a temperatura de — 4°C. As
amostras foram lavadas 3 vezes com etanol
absoluto gelado, centrifugando-se as
amostras a cada

minutos a 13.000

lavagem durante 5
rom a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e
na ultima lavagem o tubo foi seco com um

papel toalha limpo. As amostras foram

entdo incubadas em um termobloco
durante 10 minutos a 56°C. Apds, foram
adicionados 30 ul de TE e novamente
incubadas a 56°C por 30 minutos.
Misturados bem com auxilio de uma pipeta
RNA em

sendo em seguida

e feita a dosagem de
espectrofotdmetro,

armazenadas a -70 °C.

4.17) Determinacao
espectrofotométrica da
concentracdo de DNA e RNA

A quantidade e a pureza do DNA
e RNA foram determinadas por densidade
Optica em espectrofotbmetro NanoVue®
(GE, Healthcare). Este aparelho permite a
analise estimando a quantidade de DNA ou
RNA na amostra em ng/pL ou pg/pl e a
gualidade do material pelo valor obtido na
razdo DO260nm/DO280nm. Os 4cidos
nucléicos absorvem luz no comprimento
de onda de 260nm e as proteinas absorvem
luz no comprimento de onda de 280nm,
sendo diferenciaveis pelas propriedades

opticas.

4.18) Reacao
Polimerase- PCR

em Cadeia pela

4.18.1)

psittaci

PCR para Chlamydophila

do PCR
diagnéstico daC. psittacj o DNA total

Para realizacdo

extraido das amostras ge&abcloacal e de

fenda palatina de campo foi empregado

como molde para a amplificagédo de parte
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do genoma de C. psittaci. Foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores descritos por
Sachse et al. (2009) para um produto de

418 pares de base (Tab. 3), preparados por
Invitrogen Life Technologies® (Séao Paulo,
Brasil).

Tabela 3. Oligonucleotideos iniciadores para ampfio do DNA daChlamydophila

psittaci
Nome Sequéncia (5'>3’) Loc. Frag. (PB) Autores
oligo Genoma*
VD1-f | ACTACGGAGATTATGTTTTCGATCGTGT | 59195-59168 418 Sachse et 3.
VD2-r CGTGCACCYACGCTCCAAGA 58797-58778 (2009b)

*Localizacdo descrita em base na sequéncia do germompleto deC. psittaciisoladoO8DC60 (Schofl et al.,

2011). Acesso GenBank CP002807.

Uma aliquota de cada amostra de
DNA total foi utilizada como molde na
reacdo de amplificacdo, com volume final
de 20uL contendo: 200ng de DNA, 2uL de
tampdo 10X (200mM Tris-HCI pH8,4,
500mM KCI - Invitrogen), 1uL de dNTP
mix a 10mM (dATP, dTTP, dCTP e dGTP
— Invitrogen), 1,0uL de Mggla 50mM
(Invitrogen), 1L de cada iniciador externo
a 10pmol, 0,2uL de Taqg Polimerase a
5U/uL (PhoneutriaTag DNA Polymerase)

e agua ultra pura g.s.p.

A reacdo de PCR especifica foi
realizada em termociclador (Axygen -—
Maxygene®. EUA).

amplificacdo foram de um ciclo inicial de

As condicbes de

desnaturacdo a 96°C por 60 segundos,
seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C
por 60 segundos e extensao a 72°C por 30

segundos, além de uma extensdo final a

72°C por 4 minutos. Para cada ensaio foi
utilizado como controle positivo o DNA
extraido da amostra de figado de ave com
diagnostico par€&. psittaciconfirmado em
outros laboratérios pela PCR.

Foi utilizado também um controle
negativo contendo todos os reagentes sem
a inclusdo de amostra de DNA e com
adicdo 3uL de agua UP.

4.18.2) PCR para o virus da doenca do

bico e das penas dos psitacideos (PBFD)

do PCR
diagnostico da presenca do virus da doenca

Para realizacdo
do bico e das penas dos psitacideos
(PBFD), o DNA

amostras de coagulos sanguineos de campo

total extraido das

foi empregado como molde para a
amplificacdo de parte do genoma do

circovirus.
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Foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores descritos por Ypelaar et al.

(1999) que amplificam um produto de 717
pares de base (Tab. 4).

Tabela 4. Oligonucleotideos iniciadores para a dicggdo do DNA do circovirus da doenca do bico

e das penas dos psitacideos.

Primer Sequencia (5= 3) Posicdo genomica
1 5-AACCCTACAGACGGCGAG-3 182+199
2 5-GTCACAGTCCTCCTTGTACC-3 8794898

Ypelaaret al, (1999).

Os oligonucleotideos iniciadores
foram confeccionados pela Invitrogen Life
Technologies® (Sdo Paulo, Brasil), e
armazenados a -20°C em sua forma
reconstituida em TE. O controle positivo
utilizado foi amostra de sangue de um
ring-neck Psittacula kramepi conforme
descrito por Araujo, (2010). Essa ave
apresentou sintomatologia cronica da
doenca e foi confirmada como sendo
PCR,

amostra e comparacdo no Gen- Bank,

positiva por sequenciamento da
apresentando similaridade com amostras
de PBFD. A amostra utilizada como
controle positivo foi denominada como BH
27.

As amplificagbes foram realizadas
em termociclador programavel (Axygen
Maxygen-EUA),
protocolo:

utiizando o seguinte
uma etapa de desnaturacao
inicial a 94° C por 4 min, seguida por 33
ciclos de 54°C durante 30s, 60° C por 30s,
e 72° C por 50s, seguido por uma etapa de
72° 10 min.,

C por seguido de

resfriamento final a 4 °

Ypelaaret al (1999)

C, segundo

4.18.3) PCR Bornavirus
4.18.3.1) Transcricao reversa

Foram utilizados 2uL (894,4ng/dl)
de RNA extraido de amostras de cérebro
dos psitacideos suspeitos para transcricao
reversa.

Realizada da seguinte maneira:
2uL RNA acrescidos de 1ulL H20O depec
(total 3uL). Colocou-se no termociclador a
95°C durante 2 minutos, em seguida as
amostras foram retiradas e colocadas em
gelo, seguiu-se com acréscimo de 1,5uL de
cada primer (10 pmol/cada), adicionando-
se também 6,5uL de H20O DEPEC (total de
12,5ul),

amostras, que retornaram ao gelo, e depois

foi feito um spin down das

foram colocadas novamente no

termociclador a 70°C por 5 minutos.
Novamente foram retiradas e colocadas em
gelo, acrescentando 5uL de tampéo (M-
MLV buffer 5X [250 mM Tris-HCI, 375
mM KCI, 15 mM MgCl2]) , 1uL de DNTP
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mix (20mM), 1,5uL de M-MLV(200U/ uL
), realizou-se outrospin down e as
foram

amostras colocadas em gelo

novamente e depois retornaram ao
termociclador a 42°C por 5 min. Com isso

produziu-se o c-DNA das amostras.

4.18.3.2) Reacédo PCR

Para a reacdo de PCR foram
utilizados 8,55uL de H20 DEPEC; 1,2uL
de MgCI2 (25mM) Promega; 2,0uL DNTP
mix (20mM); 1,0uL oligo 1(10pmol); 1,0
uL de oligonucleotideo 2 (10pmol)
0,25uL  GOTAC-FLEX®
enzima Promega; 4uL Tampédo 5X
GREEN GOTAC FLEX®; 2,0uL de c-
DNA.

(reverso);

O ciclo foi composto da seguinte
maneira 95°C por 2 min; 30 repeticbes de
95°C 20 segundos; 57°C 30 segundos;
72°C por 1 minuto; e por fim extensdo de
72°C por 5 minutos (Kistlezt al.,2009).

4.19) Andlise dos produtos de PCR

A visualizagdo dos produtos das
PCR foi realizada por eletroforese em gel
de agarose para clamidiose e circovirose, e
em agarose e acrilamida para bornavirose.

Em cada 8 pL do produto
amplificado foram adicionados 2pL do
tampédo de amostra 2X (60% de glicerol,
10% de TBE 10X e azul de bromofenol), e
essa mistura foi aplicada ao gel de agarose
a 1,5% com 1 uL de brometo de etidio para

cada 10 ml de agarose. A eletroforese
ocorreu a 75V (bornavirus) a 100V
(clamidophila e circovirus)
TBE 0,5X (Chlamydophilae circovirus) e

1,0X (bornavirus) (100mM Tris-base,
pH8,3, 25 mM EDTA e 50 mM acido
bdrico) durante 40 minutos (clamidophila e

em tampao

circovirus) a 60 minutos (bornavirus).

Foi utilizado o padrdao de tamanho
molecular de 100 pb DNA Ladder®
(Promega). Posteriormente a corrida, o gel
foi visualizado com o auxilio de um
transiluminador UV.

O gel de poliacrilamida foi usado
nas amostras suspeitas de bornavirose,
todas as amostras foram visualizadas em

agarose e em acrilamida.

4.20) Sequenciamento para Bornavirus
aviario
4.20.1) Purificacdo do DNA em gel de
agarose com Nal e silica

O produto de trés reacoes de PCR
(60ul) da amostra de interesse contendo o
segmento amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%. O
DNA amplificado foi detectado com
UV.
molecular foi empregado o DNA Ladder
100pb (3 pl/canaleta — Promega® — EUA).

Durante a observacao dos produtos no gel

trasluminador Como  padrdo

de agarose as bandas com 360pb foram
retiradas com auxilio de um bisturi e

colocadas em um microtubo tipo

Eppendorfde 1,5m.
56



O processo de purificacdo foi realizado
iniciando-se com uma centrifugacao da
amostra por alguns segundos para
compactar a banda no fundo do tubo e
obtido.

adicionados trés volumes da solugcéo de

estimar o volume Foram
Nal e o tubo incubado a 55°C por 30

minutos em termobloco, realizando
homogenizacéo rapida (vortex) a cada 10
minutos. Adicionaram-se 50 pl de silica
seguindo o protocolo de extracdo por Nal
silica (Boom et al., 1990 modificado por

Caxito et al., 2006) descrito anteriormente.

4.20.2) Sequenciamento do produto de
Bornavirus aviario

No protocolo de sequenciamento
utilizou-se 1,0 pl do DNA purificado
(122,5ng/dl), adicionando-se 5,5 upl de
agua miliQ autoclavada, 1,5 pl de tampéo
Big dye®, 1,0 ul de Big dye®, 1,0 ul de
cada primer (10pmol). Totalizando 10 pl
da amostra. Os tubos foram levados ao
de

sequenciamento utilizado foi 96 °C por 1

termociclador e o programa

minuto, seguido de 30 ciclos de 96 °C por
15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60

Em

acrescentaram-se 40 ul de isopropanol

°C por 4 minutos. seguida,
(Merck®) 65%, agitando-se no vortex. O
tubo foi deixado descansando por 30
minutos no escuro. Foi centrifugado por 45
min a 14.000

descartado e o tubo colocado sobre papel

rpm, 0 sobrenadante
toalha. Adicionaram-se 500 pl de etanol
60% (Merck®), e novamente o tubo foi
centrifugado durante 10 minutos a 14.000
rom. A seguir descartou-se o etanol e
secou-se o0 tubo destampado a 95 °C por 5
minutos ou até o tubo ficar completamente
15 pupl de

formamida, realizou-se vortex e misturou-

seco. Acrescentaram-se
se cerca de 30 vezes com auxilio de uma
pipeta. Transferiu-se para o tubo de
sequenciamento com cuidado para néao
deixar bolhas, identificou-se e em seguida
as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Genética da Escola de
Veterinaria da UFMG, onde realizou-se o
sequenciamento

em sequenciador

automatico (Applied Biosystems®).
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5) Resultados e Discusséo aves de vida livre os valores encontrados

5.1) Exame clinico, afericdo do peso foram (fémeas N=8) média de 357 com
das aves e escore corporal uma variagdo de 29,40g (319-402g) e
Todo exame clinico foi realizado (machos N=24) média de 387 com uma

e anotado em fichas individuais (anexo 3). variagcédo de 44.59g (282-440) (Deem et al,

Dentre as 216 aves amostradas 63 delas 2005).

possuiam alguma falha na plumagem. Tais Os valores encontrados no

aves foram testadas para PBFD presente estudo para esta espécie foram

(Circovirus). condizentes ao encontrado no trabalho de
O peso e escore das aves foi Deem et al. (2005) em papagaios cativos.

aferido e esta representado nas tabelas 5 e

6 abaixo.

Em um estudo na Bolivia a avaliagdo do

peso de Amazona aestiva cativos teve uma

média de (N=20) 422g com uma variacao

de 54,68 g (313-565g). Na avaliacdo de

Tabela 5 - Peso dos psitacideos cativos em MineasGe

Criatério peso A. aestiva A. vinacea A. rhodocorytha  Ara ararauna
Vale Verde M: 473,2 N/P 466,38 1.088,00
DP: 84,10 N/P 103,79 312,60
CV: 0,18 N/P 0,22 0,29
Bem Viver M: 367,50 326,25 503,34 N/A
DP: 55,90 34,62 45,09 N/A
CV: 0,15 0,11 0,09 N/A
Recanto Amor | M: 448,47 325,00 N/P N/A
DP: 63,09 35,36 N/P N/A
CV: 0,14 0,11 N/P N/A
Peti M: 399,73 337,28 421,25 1.108,34
DP: 49,18 41,62 117,00 150,86
CV: 0,12 0,12 0,28 0,14

LegendaA. aestiva: Amazona aestivA. vinacea: Amazona vinaced; rhodocorutha: Amazona rhodocoritha;
A. ararauna: Ara ararauna; M= média; DP= desvio padrdo; CV= coeficiente dgiacdo; N/P ave nao

presente; N/A aves ndo avaliadas.
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Tabela 6 — Escore corporal de psitacideos cativoslmas Gerais

Criatério peso A. aestiva A. vinacea A. rhodocorytha  Ara ararauna
Vale Verde M: 3 N/P 3 3
DP: 5 N/P 5 5
CV: 2 N/P 2 2
Bem Viver M: 3 2,5 3 3
DP: 4 3 3 3
CV: 2 2 3 2
Recanto Amor | M: 3 3 N/P 3
DP: 4 3 N/P 3
CV: 3 3 N/P 2
Peti M: 3 3 2,5 3
DP: 4 5 4 4
CV: 2 2 1 3

LegendaA. aestiva: Amazona aestjvA. vinacea: Amazona vinaced,; rhodocorutha: Amazona rhodocoritha;

A. ararauna: Ara araraunaM= mediana; DP= desvio padrédo; CV= coeficienteagacao; N/P = ndo presente.

arrepiadas, papo com tempo de

5.2) Achados de necropsia esvaziamento aumentado, regurgitacdo do
Durante o periodo de trabalho  gjimento, diarréia, algumas apresentaram

foram necropsiadas todas as aves da ordem gjnais nervosos como incoordenacao,

Psittaciformes que vieram a obito e foram  movimentos circulares de cabeca, paralisia
encaminhadas ao setor de doengas das aves gyg|uindo todos os casos para morte.

da UFMG. Dentre as necropsias foram escolhidas dez
Em 17 aves necropsiadas durante este ayes em melhor conservacdo e com lesdes
periodo  verificou-se  evidente & mgajs caracteristicas de sindrome da
similaridade dos achados macroscopicos. dilatacdo do proventriculo (PDD -
Apresentando-se caquexia, indicado por proventricular dilatation diseade para
perda de massa muscular peitoral, giagnéstico laboratorial (Quadro 1). Foram
distencdo de inglivio com presenca de gletadas amostras de inglavio,
alimento em seu conteudo, hepatomegalia, proventriculo, ventriculo, figado, bago,
esplenomegalia, proventriculo distendido intestinos, diversas partes do cérebro,
com pontos enegrecidos na serosa € cerepelo, ganglios nervosos, glandulas
mucosa e grande quantidade de alimento aqrenais e rins que foram acondicionados
ndo digerido, congestdo e edema yma partida em solucdo de formalina e

cerebral. conservada congelada a -70°C.
No historico clinico destas aves

foram descritos 0s sinais de prostracéo,

emagrecimento progressivo, penas
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Quadro 1- Examegpost mortemde psitacideos cativos em Minas Gerais dos casis m

caracteristicos, e resultados de imuno-histoquime&R par8ornavirusaviario.

Ave e data Necropsia IHC | PCR

PDD1 Caquexia (reducéo da massa muscular peitoral)nd&tedo inglivio (papo); hepatomegalja; -

Pionopsitta esplenomegalia; distensdo do proventriculo; pulnd@iemestos e edemaciados; intestinos

pileata congestos; congestéo cerebral.

05/02/2010

PDD 2 Caquexia (reducao da massa muscular peitoral)ndétedo inglavio (papo); hepatomegalia; -

Amazona esplenomegalia; distensdo do proventriculo; pulngiegjestos e edemaciados; intestinos

vinacea congestos; congestéo cerebral.

05/02/2010

PDD 3 Caquexia (reducdo da massa muscular peitoral); mapo alimento em seu interiof;- -

Primolius hepatomegalia; esplenomegalia; proventriculo ausmdentle volume (distensdao) com ponios

maracana escuros na serosa e grande quantidade de alimé@atodigerido no interior; pulmdes

09/03/2010 congestos e edemaciados; intestinos congestospst@iogcerebral; visceras comprimidas

Fig. 24 e 25 pelo aumento de volume do proventriculo.

PDD4 Caquexia (redugdo da massa muscular peitoral); di@qoom coloracdo amarelada| e -

Ara macao presenca de muco de coloracdo amarelada em seatprinteepatomegalia com focp

16/04/2010 amarelado, com aproximadamente 1 cm de diametrpteremmegalia; proventriculp

Fig. 26 e 27 aumentado de volume com pontos enegrecidos naasergsucosa, presenca de gramde
quantidade de alimento nao digerido no interior poventriculo; pulmdes congestos| e
edemaciados; intestinos congestos, com ovo€ajellaria no conteldo em visualizagdo| a
microscopia éptica; congestdo cerebral; rins cdnges aumentados de volume; adrerais
aumentadas de volume.

PDD 5 Ave com condigdo corporal ruim; opacidade dos saéosos; hepatomegalia; proventriclile -

Amazona aumentado de volume; grande quantidade de contedadoide no proventriculo; intestinos

vinacea congestos; supra renais aumentadas de volume;sténgea regiao encefalica.

26/11/2010

PDD 6 Ave com condicao corporal ruim; traquéia amareladatetdo de coloragdo castanho esgu#o +

Primolius em todo trato gastrointestinal; proventriculo catgee aumentado de volume com pontos

maracana enegrecidos na serosa, presenca de uma Ulcerajgmiledemaciados e congestos e ¢om

30/12/2010 contetdo de coloragdo amarelada; hepatomegalieg seipais aumentadas de volume.

Fig. 18 4 23

PDD 7 Ave com condicdo corporal ruim; papo aumentado @larwe com grande quantidade fe +

Amazona alimento em seu interior; traquéia amarelada; ojgale de sacos aéreos; coracdo aumerjtado

rhodocorytha | de volume e congesto; proventriculo aumentado deme (distensdo) com presenca |de

10/01/2011 grande quantidade de alimento ndo digerido no séerior. Pulmdes edemaciados| e

Fig. 12 a 17 congestos; hepatomegalia; intestinos congestosa seipais aumentadas de volume; encéfalo
congesto.

PDD 8 Ave com condigcdo corporal ruim; figado aumentadovdieime; pulmdes edemaciados| e -

Ara severa congestos; proventriculo aumentado de volume (Wifm®), com presenca de grarde

03/02/2011 guantidade de alimento nao digerido no seu intelidestinos congestos; Encéfalo congesto

Anilha:

RST 09 1011

Viv 8 (colbnia)

PDD 9 Ave com condi¢do corporal ruim; traquéia com preaemle conteldo amarelado|e -

Amazona fragmentos de coloracdo verde; pulmdes congestoed@maciados; hepatomegalla;

vinacea esplenomegalia; proventriculo congesto, aumentaslovalume com presenca de grarlde

04/05/2011 gquantidade de alimento (distens&o) ndo digeridsewinterior; Ulcera na moela; Intestinos

Anilha: congestos; conteldo hemorragico nos intestinossepga de oocistos de coccidia o

JCG 31 705 conteldo intestinal.

Viv G9

PDD 10 .Ave com condigdo corporal ruim; papo com conteddocoloragdo escura e odor fétido; -

Pionus opacidade de sacos aéreos; proventriculo aumed&asgolume (distensdo) com presenca de

maximiliani grande quantidade de alimento ndo digerido no seerigor; Pulmdes congestos (e

04/05/2011 edemaciados; hepatomegalia; esplenomegalia; imbsstongestos; conteddo hemorragjco

Anilha: nos intestinos.

JCG 31 922

Viv 2
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Os achados condizem com a
suspeita clinica de PDD. Berhame¢ al
(2001) descreve que 50%

suspeitas de PDD com que trabalhou

das aves

demonstraram na necropsia atrofia da
musculatura peitoral, inglavio dilatado,
proventriculo dilatado ocupando quase
metade da cavidade celomética das aves,
com grande quantidade de alimento e
paredes delgadas e ventriculo flacido
também com paredes delgadas. Em um
experimento,  calopsitas Nymphicus
hollandicug saudaveis foram infectadas
com material de cérebro de um papagaio
do congo Psittacus erithacysque tinha
historico de PDD, apds a infeccdo as
calopsitas desenvolveram a doenca clinica,
e 0s achados de necropsia foram atrofia da
musculatura peitoral, proventriculo
dilatado com presenca de alimento nao
digerido no interior e paredes afinadas, e
presenca de sementes ndo digeridas
também nos
2009). Nos EUA duas

patagonia Cyanoliseus patagonusadias

intestinos (Gancet al,

jandaias da

foram experimentalmente infectadas com
material de aves com PDD desenvolvido
em células embrionarias de pato. Apos 62
dias da infeccdo sinais clinicos de PDD
foram notados, uma das aves veio a 6bito
com 66 dias de infeccdo e a outra foi
submetida a eutanasia (Gratyal, 2010).

Na

semelhantes aos descritos nas necropsias

necropsia observou-se achados
de Berhane e nas necropsias conduzidas
neste experimento. Kloeet al (2009)
descreveram um surto de PDD com os
mesmos sinais e achados de necropsia que
dizimou 100% do plantel d&ratingasp. e
Phyrrhurasp. em um criatério na Holanda.
Achados de necropsia semelhantes foram
encontrados em uma arara pirandaa(
macag nos EUA (Kelleret al, 2010) e em
uma cacatua (Cacatua  sulphurea
citrinocristata) no Japdo (Ogawat al,
2011). Tais caracteristicas macroscopicas
séo descritas como sugestivas de PDD por
diversos autores, e testes laboratoriais
foram conduzidos para a confirmagéo do

diagnéstico.

61



Fig. 5a — Achados macroscopicos de PDD emAumazona rhodocorythadentificado como
PDD7; Fig. 5b- Ave com condi¢do corporal ruim, rgéilu da musculatura peitoral e gordura
subcutanea; Fig.5c - Cavidade celomatica mostramdeentriculo ocupando toda lateral
esquerda, aumentado de tamanho e volume, com peesiEn alimento, hepatomegalia e
auséncia de gordura peritoneal; Fig.5d - Detalhg@rdeentriculo distendido; Fig. 5e — Ao
corte, presenca de grande quantidade de alimewtalig&rido no proventriculo; Fig. 5f —
Detalhe dos “black spots” na serosa do proventsicul
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Fig. 6a — Achados macroscoépicos patologicos de RIDD um exemplar dé’rimolius
maracanaidentificado como PDD6; Fig. 6b — Condi¢do corpowm e auséncia de tecido
adiposo subcutaneo; Fig. 6¢c — Visdo da cavidadé@opeal evidenciando proventriculo
moderadamente dilatado ocupando a lateral esqueradavidade celomatica e auséncia de
tecido adiposo peritoneal; Fig. 6d — Proventriccdon paredes delgadas; Fig. 6e - Conteudo
alimentar escurecido e fétido; Fig. 6f — Detalheldera na serosa do proventriculo.
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Fig. 7a — Achados patol6gicos macroscépicos em wemplar dePrimolius maracana
identificado como (PDD3) — Cavidade celomatica mawsto deslocamento de 6rgéos e
proventriculo aumentado ocupando grande porcaatdeal esquerda.

Fig. 7b —Primolius maracana(PDD3) — Apdés a remocdo do figado podemos visaaliz
detalhe do proventriculo dilatado com paredes delg@ grande quantidade de alimento no
interior.

Fig. 8a — Achados patolégicos macroscopicos em xemplar deAra macaoidentificado
como (PDD4) — Proventriculo removido ap0s necropdi@ado com paredes delgadas e
grande quantidade de alimento no interior.

Fig. 8b —Ara macao(PDD4) — Proventriculo dilatado ao corte mostragcnde quantidade

de alimento néo digerido.
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5.3) Histopatologia de tecidos das
aves com sindome da dilatacdo de
proventriculo
Avaliadas por histopatologia,
todas as aves apresentaram infiltrado leve
ou moderada de linfécitos e plasmécitos
em diferentes Orgdos. Trés psitacideos
(PDD3, PDD4 e PDD7) apresentaram a
serosa da moela espessada devido a
moderada e coalescente infiltrado de
linfécitos e plasmécitos multifocais nos
nervos e gangliosendo em duas aves
(PDD5, PDD6) a inflamacdo leve, com
perda de neurdnios e axonios.

de

plasmadcitos foram também observadas na

Infiltrados linfocitos e
camada muscular e submucosa da moela,

associadas aos nervos e espago
perivascular (Fig. 29). Lesbes semelhantes
associadas aos nervos e ganglios foram
observadas no papo e proventriculo de
todos os psitacideos (Fig. 30), sendo que
na ave quatro, o eséfago também estava
envolvido. Nas aves numeros quatro, cinco
e seis, lesdes multifocais semelhantes
foram observadas na moela. Erosdes focais
ou multifocais e ulceracbes foram
observadas ocasionalmente nas mucosas
do papo, esdfago e proventriculo.

Na

observado infiltrado linfocitario multifocal

glandula  adrenal, foi
coalescente leve a intensa (fig.28). Uma

diferenciacdo intensa de linfocitos para

plasmocitos foi observado no bago. Em
uma ave (PDD5), notou-se infiltrado de
linfocitos e plasmaocitos no nervo braquial.
Varios cistos alongadas sugestivos de
Sarcocystis foram  observados nos
musculos estriados esqueléticos.

Ganczet al, (2009) encontraram
a necropsia de calopsitad\Ny(mphicus
hollandicug experimentalmente infectadas
com bornavirus aviario, infiltrados linfo
plasmociticos nos ganglios mesentéricos
no trato gastro-intestinal superior e médio.
Sendo o ventriculo (moela) o 6rgdo mais
afetado, em dois animais os infiltrados
linfo plasmociticos ndo se limitaram aos
nervos ventriculares, estavam também na
Os

também encontrados em ganglios no

tinica muscular. infiltrados foram
epicardio, ganglios adrenais, e a matéria
cinzenta cerebral destas aves evidenciaram
multiplos focos de gliose circundados por
pequenas particulas de material amorfo
eosinofilico.

Em outro estudo com infeccéo
experimental por PDD de jandaias da
patagbnia  Cyanoliseus patagonys
saudaveis, encontrou-se ganglioneutrites
com infiltrados inflamatérios  linfo
plasmociticos no inglavio, proventriculo,
ventriculo e intestinos. Em outra ave da
mesma espécie ndo inoculada com o

infiltrado contendo PDD nenhuma destas
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alteragcbes foram encontradas (Getyal,
2010).

Em um estudo no Canada, a
presenca de caracteristicos infiltrados
linfoplasmocitarios nos ganglios do papo,
proventriculo, ou ventriculo, e nos
ganglios adjacente a glandula adrenal e
do coracdo foram utilizados como o
principal critério para o diagndéstico de
uma ave positiva para PDD. Outras
PDD,

dos

lesbes sugestivas de incluindo

infiltrados  perivasculares vasos
sanguineos no cérebro e coluna vertebral,
e neurite

adrenalite linfoplasmocitaria,

periféerica foram notados e utilizados
como critérios secundarios para auxiliar
no diagndstico histopatolégico (Raghetv
al., 2010).

Nos EUA a histopatologia de uma
arara piranga Ara maca9 submetida a
eutanasia com quadro clinico neurolégico
revelou leucoencefalite com moderado
infiltrado linfo-plasmocitico no cérebro e
em ganglios neurais de diversos 0rgaos
(Keller et al, 2010). Os mesmos achados
foram

histopatolégicos também

encontrados em uma cacaty&acatua

sulphurea citrinocristata no  Japéo
(Ogawaet al, 2011).

As lesbes macroscopicos e
histolégicos  descritos  acima  séo

condizentes com a literatura encontrada

sobre casos confirmados de PDD.

5.4) Imuno-histoquimica para
Bornavirusaviario
A imuno-histoquimica revelou

coloragdo positiva para antigeno viral de
bornavirus aviario nas amostras PDD6
(Primolius maracanpe PDD7 Amazona
rhodocorytha (Fig.31 a 35), a coloracao
estava presente ndo s6 no ndcleo, mas
também no citoplasma de neurbnios e
células gliais em todo o cérebro, ganglio
do

proventriculo, nas cordas medulares da

mientérico, nas células gliais
glandula supra-renal e nos cilindros do

eixo dos nervos periféricos. Figado,
musculo esquelético, testiculos e alguns
nervos periféricos foram negativos.

(2009) em seu

demonstraram que

Gancz et al,
estudo experimental
todas as aves inoculadas com PDD foram
positivas na imuno-histoquimica,
visualizando coloracdo generalizada em
todo o cérebro préximas aos nudcleos dos
neurdnios e células gliais. Sendo essas as
mesmas caracteristicas encontradas na
imuno-histoquimica das aves amostradas
neste estudo. Em um estudo no Texas-
EUA 24 amostras que estavam estocadas
foram processadas e analizadas por imuno-
histoquimica. ~ Dessas amostras 13
pertenciam a aves em queaisa mortis
estabelecida havia sido PDD e 11 amostras

as quais os diagnoésticos eram outros. A
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imuno-histoquimica revelou positividade
nos tecidos de cérebro, cerebelo e medula
espinhal das 13 amostras de PDD e de uma
das 11 amostras restantes (Ouyahal,
2009). No Canada foi detectada coloracéo
para o antigeno ABVN em vérios tecidos
de oito aves que também tiveram lesdes
caracteristicas na necropsia (Ragbtal,
2010).

proteinas do bornavirus aviario foram

Em outro estudo na Austria,

demonstradas por imunohistoquimica do
sistema nervoso central de aves com PDD,

nos nucleos e citoplasma dos dendritos e
celulas de Purkinje (Weissenbdeit al,
20009).

Neste duas

estudo, apenas

confirmagbes por imuno-histoquimica
foram obtidas de aves com patologia
altamente sugestiva de PDD. As diferencas
podem estar relacionadas as alteracbes
durante a fixacao prolongada em formol ou
post-mortempela degradagdo do RNA de
resultando falsos-

Bornavirus em

negativos.

Fig. 9a: Achados histol6gicos em um exemplaPdmolius maracanadentificado por

(PDD6). Corte de adrenal corada com HE mostrandiniltrado linfo plasmocitario

moderado entre as células medulares.
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Fig. 9b: Achados histolégicos em um exemplarRtamolius maracanaidentificado por
(PDD6). Corte da moela corada com HE mosntandoafiirado linfo plasmocitario
moderado entre as fibras nervosas da serosa.

Fig. 9c: Achados histolégicos em um exemplarAtieazona rhodocorythaentificado por
(PDD7). Corte do proventriculo corado por HE moasimse infiltrado linfo plasmocitario
leve a moderado ao redor dos neurdnios ganglionares alguns locais (setas) os neurénios

nao podem mais serem observados (setas).
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Imuno-histoquimica

Fig. 10a-Amazona rhodocorythaostrando-se coloragao intranuclear e citoplasaale
antigeno de ABV em corte de tecido da adrenal.

Fig. 10b-Amazona rhodocoryth&orte de tecido cerebral, onde se nota coloracao
intranuclear em neurdnios e nas células da glia.

Fig. 10c -Amazona rhodocoryth&orte de cerebelo, onde se evidencia coloracéicéialas
de Purkinje e nas células da camada granular.

Fig. 10d-Amazona rhodocoryth&orte de nervos periféricos, onde se nota cdiarag
intranuclear nos neurénios.

Fig. 10e-Amazona rhodocoryth&orte de proventriculo, onde se observa coloracéo
intranuclear nos neurdnios do ganglio.
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5.5) Exames coproparasitolégicos

Nos exames coproparasitolégicos
de flutuacdo e de microscopia direta em
preparacdo umida (solucéo fisiologica) de
lamina e laminula observou-se uma
ocorréncia de endoparasitismo de 2,77%
(6/216) no total das aves avaliadas.

Foram elas ovos d&scarissp em
um papagaio-do-peito-roxo Afnazona
vinacea) (Fig.12b) ; ovos de Tricurideo,
provavelmente do géner@apillaria sp.
encontrados em duas araras-canindiea (
ararauna) (Fig.12a), sendo as duas de
criatérios diferentes; oocistos de coccidia
nado esporulados em trés papagaios
verdadeiros Amazona aestiva)de um
mesmo criatorio (Fig. 11a e 11b).

A baixa infestacdo por parasitas
encontradas neste estudo pode ser devida
ao fato de em todos os criatorios
amostrados manterem-se vermifugacdes
peridédicas. Um baixo numero de infec¢des
por endoparasitos também foi relatado no
Parque Zoologico de Houston (Texas -
EUA), os endoparasitos encontrados neste
trabalho foram ascaridedSapillaria spp.,
Strongylus spp., Strongyloides spp.,
Dispharynx spp., Heterakis spp. e

coccideos. A autora relata que as
infestagbes por endoparasitos respondem
bem aos anti-helminticos (Tocidlowski,
2007). Deemet al. (2005), descreve que

em sete papagaios cativos (N=20) e oito de

vida livre (N=24) foram enontrados ovos
de ascaridia e em um papagaio cativo e em
um de vida livre ovos d€apillaria sp. Em
outro estudo com papagaios de San
Vincent (Amazona guilding)i os exames
parasitologicos onde 21 amostras foram
analisadas, apenas uma foi positiva e 0s
ovos encontrados foram do parasita
Capillaria sp. (Deemet al, 2008). Em

filhotes de vida livre de arara azul

(Anodorhynchus hyacinthinus  no
Pantanal, foram realizados exames
parasitolégicos em duas estacOes

reprodutivas, sendo o resultado negativo
para presenca de ovos de helmintos e
oocistos de protozoarios em 100% dos
casos (Allgayeet al, 2004; Araujoet al,
2000). No Peru, em um estudo que avaliou
38 jandaias Aratinga weddellj e 13
periquitos  Brotogeris  sanctithomae
nenhum ovo de parasita foi encontrado
(Kirstenet al.,1995).

N&o foi observada em nenhuma
das aves a presenca de ectoparasitas.
Podendo este fato estar ligado as praticas
de vermifugagdo periédica com bases
medicamentosas como ivermectina, que
seriam eficientes também no combate de
ectoparasitas. Além disso, ha relatos da
utilizagdo de fipronil nas aves como
medida preventiva para o controle de
Todos criatorios

ectoparasitas. 0S

possuirem boas praticas de manejo, 0 que
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diminui a probabilidade da ocorréncia e
permanéncia de um ambiente favoravel aos
parasitas. A literatura relata que todos os
principais grupos de aves possuem acaros
plumicolas, sendo que cada ordem
apresenta uma fauna especifica de acaros,
e que dentro das ordens a especificidade
destes acaros pode ser relacionada as
familias, géneros ou até mesmo as especies
de aves (Gaud e Atyeo, 1976). No trabalho
de Deemet al. (2005) também néo foram
encontrados  ectoparasitas nas aves
amostradas.

As amostras de com oocistos de
coccidia foram tratadas com dicromato de
potassio (KCr,O;), entretanto néo foi
possivel obter esporulacdo que permitisse a
identificagdo da espécie de coccideo
envolvido. Na literatura é descrito por Tsai
et al (1992) um estudo que envolveu 534
de

Encontraram coccidioses em 10 casos,

psitacideos diversas  espécies.

sendo destes, dois em papagaios

verdadeiros Amazona aestija Novos

trabalhos no Brasil descrevem em uma
espécie de papagaio campeidm@zona
ochrocephala comumente mantido em
cativeiro numa relacdo extremamente
préxima com papagaios verdadeiros. (
aestivg, duas novas espéciegimeria
amazonae e Eimeria ochrocephalae
(Hofstatteret al, 2011a). Em outro estudo,
este mesmo autor descreve uma nova
espécie de EimerigE{meria aestivapem
Amazona aestiva Nesta espécie o0s
oocistos sdo maiores do que as das duas
espécies descritas anteriormente, mas todas
estreitamente

elas parecem estar

relacionadas devido a algumas
semelhancas (Hofstattet al, 2011b).

Apesar de nao ter sido possivel
neste estudo a caracterizacdo da espécie de
coccidia  envolvida, sugere-se que
provavelmente seja uma destas espécies
descritas na literatura, pois sabe-se da
existencia de relacdo espécie-especifica

entre parasita e hospedeiro.

Fig. 11a e 11b — Oocistos ndo esporulados encasted fezes ddmazona aestiva
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Fig. 12a — Ovo de tricurideo encontrado em fezeéSrderarauna

Fig. 12b — Ovo de Ascaris sp. encontrado em fel@&mazona vinacea.

5.6) Soroaglutinacao rapida em placa

(SAR)

Considerando todas as espécies
avaliadas a prova de SAR, 11,57%
(25/216) das aves foram reagentes para
gallisepticum e 17,12% (37/216) foram
reagentes par@. Pullorum'S.Gallinarum
8,96%

verdadeiros Amazona aestiya foram

Destas, dos papagaios
reagentes parl. gallisepticume 17,93%
foram reagentes paraS. PullorumsS.
Gallinarum Entre os papagaios-do-peito-
roxo (Amazona vinacea 23,8% foram
reagentes par®l. gallisepticum,e 9,52%
foram reagentes paraS. PullorumsS.
Gallinarum J& nos papagaios-do-espirito-
santo Amazona rhodocorytha 0% foram
reagentes pardl. gallisepticum,e 40%

foram reagentes pag&Pullorums.

Gallinarum Entre as araras-

canindé Ara araraung 15% foram
reagentes pari. gallisepticume 12,50%
foram reagentes paraS. Pullorums.
Gallinarum

Como provas confirmatorias para
a demonstragdo de contato prévio ou
infeccéo

por M. gallisepticum S.

PullorumS. Gallinarum em testes de
triagem, foram realizadas a IH pak
gallisepticume M. synoviae a avaliagcdo
em soroaglutinacdo lenta em tubos (SAL)
para pulorose/tifo aviario.

Carrascoet al (2010) em um
trabalno com 133 pombos domésticos
capturados na cidade de Ribeirdo Preto,
nao encontrou nenhum animal soro-
reagente em SAR paraMycoplasma
gallissepticume apenas um reagente para

Salmonellasp.
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Fig. 13 — Soroaglutinacao rpida em plac&dezona rhodocorythGARVV1) negativo para

Mycoplasma gallisepticum{(MG) e reagente par&almonella Pullorum (SP) onde séo

observadas granulacodes.

5.7) Técnica de inibicdo da

hemaglutinacéo para
Mycoplasma  gallisepticum e

Mycoplasma synoviae

Todos os 216 soros coletados
foram submetidos ao teste de IH pMa
gallisepticum (MG) e M. synoviae(MS).
Nenhum soro apresentou titulos de
anticorpos contra MG e MS na prova de
IH. Tendo em vista a maior especificidade
do IH,

negativas.

as aves foram consideradas

Os resultados encontrados no
presente trabalho foram similares aos
encontrados por Hoffmaet al. (1997), que

galinhas de fundo de quintal, que
conviviam em um rancho no Colorado
(EUA). Os soros foram testados pavka
gallisepticume M. synoviaena prova de
SAR,

reagentes, entretanto nos testes de IH

onde encontram 43% de aves

foram todos negativos para M.
gallisepticume M. synoviae
Outros autores também

encontraram valores muito baixos de
reatividade soroldgica ad. gallisepticum
e M. synoviaena IH. Fritzet al. (1992) na
prova de SAR paraM. gallisepticum
obtiveram 27,6% (200/724) de perus

selvagens reagentes, entretanto apenas 3%

avaliou 119 soros de perus selvagens e 31 (20/664) das aves foram positivas phlta
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gallisepticum e 2,2% (9/403) paraM.
synoviaeno teste de IH.

No Brasil em um trabalho com
aves de rapina em 66 amostras testadas,
apenas uma foi reagente no teste de SAR
para MG, porem esta amostra foi negativa
no teste de HI (Andery, 2010). Em um
trabalho com cracideos e tinamideos, de
um total de 130 amostras de cracideos, 42
(32,3%) foram reagentes na SAR para MG,
e dos tinamideos avaliados num total de
95, quatro (4,2%) foram reagentes na SAR
para MG. Nenhum soro apresentou titulos
de anticorpos contriel. gallisepticume M.
synoviaena prova de IH. Tendo em vista a
maior especificidade do IH, as aves foram
consideradas negativas (Marques, 2010).

O resultado falso positivo para
SAR pode ser devido a ocorréncia de
reacdo cruzada entrgl. gallisepticume
outros micoplasmas, ou ainda, outros
microorganismos, comoStaphylococcus

aureus cuja inducdo de reagbes falso

positivas ja foi descrita anteriormente

(Ley, 2003).

5.8) Soroaglutinacdo lenta em tubo
(SAL) para Salmonella
Gallinarum e Salmonella
Pullorum

Todos o0s 216 soros coletados
de

soroaglutinacao lenta em tubos (SAL) para

foram submetidos ao teste

pulorose/tifo-aviario. Nenhum soro

apresentou reatividade confirmada por
SAL, com a precipitacdo do complexo
antigeno-anticorpo e transparéncia da
suspensdo. Tendo em vista a maior
especificidade do SAL, as aves foram
consideradas negativas.

Deemet al. (2005), descreve que
dos 20A. aestivacativos e dos 24 de vida
livre todos foram negativos para

de

microaglutinacdo. Karesét al (1997) no

salmonelose pelo teste
seu estudo no Peru descreve positividade
em testes sorologicos de microaglutinacédo
em oito araras (seilsra macag e trésAra
cloropterg.

No Brasil um estudo com galinhas
de fundo de quintal em criagdes préximas
a granjas no interior de Sao Paulo detectou
16,5% (67/406) de amostras reagentes
confirmadas no teste de SAL (Buchait
al., 2006). Em outro estudo com cracideos
das 130 amostras analisadas 35 (26,9%)
na SAR pars.

95

tinamideos analisados 27 (28,4%) foram

foram reagentes

GallinarumS&. Pullorum e dos
reagentes. Todavia, apenas um mutum do
sudeste €. blumenbachji apresentou
reatividade confirmada por SAL (Marques,

2010).
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5.9) Teste de inibicao da de Ribeirdo Preto, ndo encontraram

hemaglutinacdo para doenca de nenhum animal positivo na IH para
Newcastle APMV-1.
Todos o0s 216 soros coletados Em Minas Gerais em um trabalho

foram submetidos ao teste de IH para com aves de rapina das 69 aves testadas,
anticorpos especificos para o0 APMV-1 da duas (2,9%) apresentaram titulos de
doenca de Newcastle. Nenhum soro anticorpos anti APMV-1, cujos titulos
apresentou titulos de anticorpos contra foram de 1:32 e 1:16. As duas aves eram
APMV-1 na prova de IH, sendo as aves exemplares de uma mesma espécie de
consideradas negativas. falconiforme, carcaréaQaracara plancus)
Tais resultados estdo condizentes considerando-se o numero e diversidade de
com encontrado por outros autores. Deem espécies examinadas, o resultado indicou
et al. (2005), realizou este teste em A4 baixa ocorréncia da infeccao por APMV-1
aestivasendo que 20 destes eram cativos e nas aves rapinantes da regido (Andery
24 de vida livre. Todos foram negativos na 2010). Também em Minas Gerais, uma
sorologia. Herreraet al. (2001) realizou pesquisa com soros de cracideos e
inibicdo da hemaglutinacdo em 129 araras tinamideos (n=20) 8,8% apresentaram
vermelhas Ara macad, sendo também titulos de anticorpos inibidores da
todas negativas. Em outro estudo com 36 hemaglutinagédo (IH) para o APMV-1
papagaios de San VincentAnjazona (Marqgues, 2010).
guildingii) os exames de IH para
Paramixovirus- 1, 2 e 3 também foram
negativos. (Deemat al, 2008). Carrascet
al. (2010) em um trabalho com 133

pombos domeésticos capturados na cidade
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Fig. 14 — Inibicdo da hemaglutinacdo para anticogxpecificos do virus AMPV-1 da doenca

de Newcastle
5.10) Reacéao em cadeia pela
polimerase- PCR para
Chlamydophila psittaci
Foram testadas todas as 216
amostras deoolsde swabcloacal e fenda

palatina, sendo destas 11 amostras (5,09%)

positivas, vizualizando-se um produto com
uma banda de 418 pb, demonstrado no
Quadro 2. Entre as 11 amostras positivas,
oito (3,70%) foram de papagaios
verdadeiros Amazona aestiya uma
(0,46%) de papagaio-do-espirito-santo
(Amazona rhodocorythauma (0,46%) de
papagaio-do-peito-roxo Afmazona
vinaceg, e uma (0,46%) de arara canindé
(Ara araraung.

Tais resultados sdo compativeis
com encontrados previamente por Hidasi,
gue obteve obtiveram 11 (3,66%) amostras

positvas em 300 aves coletadas

provenientes de um centro de triagem em
Goias (Hidasi, 2010). Entretanto Hidasi
relatou quadro clinico respiratério em duas
destas aves. No presente trabalho nenhuma
ave apresentava-se com sintomatologia
clinica sugestiva de infeccdo por
Chlamydophila psittaci

Em um estudo no CETAS de Belo
Horizonte de 212 animais necropsiados
152 (72%) foram positivos para
Chlamydophila psittacpelo teste da PCR
(Vilela, 2012). Outros estudos realizados
em Sao Paulo diagnosticaram a
Chlamydophila psittaccomo responsavel
pela mortalidade de 96,5% de 58 filhotes
de Amazona aestivapreendidos do trafico
(Rasoet al, 2004). As enormes diferencas
na porcentagem de positividade das
amostras estdo relacionadas com diversos

fatores, como a diferenca na eleicdo do
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material utilizado para diagnostico, como
amostras de figado (Vilela, 2012), sendo
assim, uma infeccédo subclinica teria uma
maior probabilidade de ser diagnosticada, e
ja no caso das amostras deabsseria
necessario que 0s animais estivessem na
fase de eliminacdo do ciclo dos corpos
elementares (CE) daChlamydophila
psittaci

O fato de as aves testadas neste
estudo estarem alojadas em criadouros ha
algum tempo, ambientadas, muitas vezes
pareadas com uma alimentacéo balanceada
influenciou positivamente para um bom
statussanitario, resultando em uma menor
porcentagem de diagnostico da doenca,
visto que sabemos que dentre outros
fatores, condicbes estressantes como no
trafico sdo determinantes para desencadear
surtos desta doenca. (Ecev al, 2009;
Raso et al, 2004). A idade das aves
também influenciou para a ocorréncia

desta menor porcentagem, pois todas as

tiveram  contato prévio com O

microrganismo e por iSsO  nhé&o
desenvolveram resposta imune (Deein
al., 2005). Herreraet al (2001) encontrou
sorologia positiva em 2 aves em um total
de 129 araras testadaArgd macad. Em
um estudo o qual comparou meétodos de
diagnéstico na Turquia de 96 amostras
testadas, 33 (34%) foram positivas na PCR
e 29 (30,2%) foram positivos em testes
com anticorpos conjugados monocloais,
demonstrando a  proximidade dos
resultados entre diferentes métodos de
diagnéstico (Celebet al, 2006). Em um
estudo no Pantanal matogrossense dos 32
filhotes de Amazona aestivatestados,
apenas 2 (6,3%) foram positivos na PCR
paraC. psittaci e todos negativas para o
teste de fixagdo do complemento (FC).
Nos 45 filhotes de araragrfodorhynchus
hyacinthinu$ testados, 12 (26,7%) foram
positivos no PCR e 4,8% no teste FC

(Rasoet al, 2006). Na Italia em um surto

aves testadas neste estudo eram adultas, e ocorrido em uma loja de animais, das 15

sabe-se que filhotes, como os testados por
Rasoet al. (2004), possuem um sistema
imunolégico menos eficiente e portanto
sao mais predispostos a infeccao.

Em um estudo sorolégico na
Bolivia foram testadas 34Amazona
aestiva sendo 20 aves cativas e 24 de vida
livre. Os resultados sorolégicos negativos

obtidos demonstram que as aves nhao

aves que desenvolveram sintomatologia de
C. psittacj todas (100%) foram positivas
pela técnica de PCR e das 14 aves
assintomaticas, 2 (14,2%) foram positivas
(Grecco et al, 2005). Verificou-se com
ISSO que a porcentagem de positivos em
aves aparentemente sadias neste trabalho
também foi menor, estando de acondo com
nossos resultados. Vamropetyal., (2007),
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em um estudo que verificou
potencialidade de transmissdo d&.
psittacide aves mantidas como animais de
estimacdo para humanos, encontrou 59

Quadro 2 — Amostras positive@hlamydophila psittaci.

(19,2%) de aves positivas, em 308
Psittaciformes testados pela técnica de

PCR-nested.

Amostra 1- AABV12

Amostra 7 - AAC3

Amostra 2- ARBV03

Amostra 8 - AVC1

Amostra 3 - AraRA 03

Amostra 9 - AAVV27

Amostra 4 - AARAOS

Amostra 10 - AAVV35

Amostra 5 - AARAOG6

Amostra 11 - AAVV96

Amostra 6 - AAC1
Legenda: AA =Amazona aestivéAR = Amazona rhodocorytha@V= Amazona vinaceara

= Ara araraung BV= criatério Bem Viver; RA= criatorio Recanto danor; C= Estacdo
Ecolégica PETI-CEMIG; VV= criat6rio Vale Verde.

500pb—
400pb—~

500pb—
400pb—~

Fig. 15 — Eletroforese de produtos de PCREHEmydophila psittaaile swabcloacal/fenda

palatina de psitacideos cativos em Minas gerais.
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Foram também testadas para o

diagnéstico de Chlamydophila psittagi

amostras das aves suspeitas de PDD

(Sindrome da Dilatagdo de Proventriculo-

Bornavirus aviario), do presente estudo.

Sendo elasPrimolius maracana09-03-10
(PDD3)Ara macao 16-04-2010 (PDD4);

Amazona vinacea 26-11-10

(PDD5);

Primolius maracana 30-12-10 (PDD6)
Amazona rhodocorytha0-01-11 (PDD?7);
Ara severa(03-02-11 (PDD8);Amazona

vinacea 04-05-11
maximilianus 04-05-11

(PDDO),
(PDD10) e

Pionus

Guaruba guaroubd 7-11-10. Todas foram

negativas.

5.11) PCR para o virus da doenca do
bico e das penas dos psitacideos

Foram testadas 63 amostras,
sendo estas todas as aves que tinham
alguma falha na plumagem, desde a falta
de algumas remiges primarias, secundarias
ou retrizes, até falhas consideraveis nas
penas coberteiras.

Um produto de 717 pares de base
(Fig.4), compativel com a descricdo da
literatura (Ypelaaet al., 1999) foi obtido
em duas amostras (representando 3,17% do
total das amostras testadas) AAVV42 e
AraVVvV09. Um papagaio verdadeiro
(Amazona aestiyae uma arara canindé
(Ara araraung respectivamente. Os
resultados estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3. Pesquisa do DNA do virus da doenca donéitas penas em coagulos sanguineos

de psitacideos cativos em Minas Gerais.

N° Ave Resultado N° Ave Resultado N° Ave Resultadg N° Ave Resultado
1| AAVV05 Negativa 17| AAVV6E3 Negativa 33 AraBV01l Negfiva 49 | AACO03 Negativa
2 | AAVV06 Negativa 18 | AAVV65 Negativa 34 | AraBV04 Negativa 50 | AAC04 Negativa
3 | AAVV08 Negativa 19 | AAVV68 Negativa 35 | AraBV07 Negativa 51 | AACO6 Negativa
4 | AAVV12 Negativa 20 | AAVV75 Negativa 36 | AraBV08 Negativa 52 | AACO7 Negativa
5 | AAVV19 Negativa 21 | AAVV78 Negativa 37 | AABVO02 Negativa 53 | AAC11 Negativa
6 | AAVV21 Negativa 22 | AAVV86 Negativa 38 | AABV06 Negativa 54 | AAC13 Negativa
7 | AAVV23 Negativa 23 | AAVV95 Negativa 39 | AABV08 Negativa 55 | AAC15 Negativa
8 | AVBV26 Negativa 24 | AAVVI6 Negativa 40 | AABV09 Negativa 56 | AAC16 Negativa
9 | AAVV29 Negativa 25 | AAVV99 Negativa 41 | AABV10 Negativa 57 | AAC18 Negativa

10 | AVBV33 Negativa 26 | AravVv09 Positiva 42 | ARBVO1 Negativa 58 | AVC2 Negativa
11 | AAVV39 Negativa 27 | AravVv1is Negativa 43 | ARBVO3 Negativa 59 | AVCO08 Negativa
12 | AAVV4l1 Negativa 28 | AravVv24 Negativa 44 | AVBV02 Negativa 60 | AVC10 Negativa
13 | AAVV42 Positiva 29 | AravVv25 Negativa 45 | AVBVO3 Negativa 61 | AVC11 Negativa
14 | AAVV43 Negativa 30 | AVRAO1 Negativa 46 | AVBV04 Negativa 62 | ARC3 Negativa
15 | AAVV52 Negativa 31 | AVRAO2 Negativa 47 | AVBV0O5 Negativa 63 | ARC4 Negativa
16 | AAVV56 Negativa 32 | AraRA03 Negativa 48 | AVBV06 Negativa

Legenda: AA sAmazona aestivéAR = Amazona rhodocorythaV= Amazona vinaceara

= Ara araraung BV= criatério Bem Viver; RA= criatorio Recanto danor; C= Estacdo
Ecoldgica PETI-CEMIG; VV= criatorio Vale Verde.
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1000ph

PBFD — Circovirus — 717pb

M 100pb

AAVV42
AraVV 09

M 100pb

AAVV42

AraVV 09

Fig. 16 - Eletroforese de produto de PCR de vieudaknca do bico e das penas de amostras

de coagulos sanguineos de psitacideos cativos easNBerais.

As duas aves positivas eram
pertencentes ao mesmo criadouro. O
papagaio verdadeiroA(nazona aestiva)
estava no plantel ja ha alguns anos,
pareado e acondicionado com seu par em
um viveiro suspenso de reproducdo.
Entretanto ndo ha nos arquivos do criatorio
relato de reproducao desta ave, sendo ela
inclusive, antes mesmo deste resultado
retirada da reproducao.

O criadouro tem um histérico de
um grave surto de PBFD no ano de 2009,

quando diversos filhotes de papagaio

ecletus Ecletus roratuy um psitacideo da
Oceania, desenvolveram a forma aguda da
doenca, sendo entdo realizada a eutanasia
de todos os filhotes com sintomatologia
clinica e/ou positivos em PCR. Todos os
adultos foram isolados testados pela
técnica de PCR, sendo os positivos (em
pelo menos trés exames seriados)
submetidos a eutanasia. Foi realizado ainda
desinfeccdo das instalacbes e as matrizes
restantes foram isoladas.

E provavel que a infecgdo por
circovirus tenha a mesma origem deste
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surto, pois neste criatério espécies
silvestres muitas vezes estdo lado a lado
com especies exaticas.

Entretanto ndo foi realizado
sequenciamento genético em 2009 no surto
da doenca,

nem tampouco nas aves

positivas neste estudo, para que

pudéssemos comprovar esta suspeita.
Baseado na literatura, um surto de PBFD
em um criadouro é dificil de ser contido,
pois o virus é resistente a muitas medidas
de controle, aléem disso normalmente a
forma aguda da doenca é encontrada em
animais jovens entre zero e trés anos
devido a sua suceptibilidade (Riclaeal,
1990).

No dia da coleta oAmazona
aestiva identificado como AAVV42 foi
descrito em sua ficha clinica como falta de
remiges primarias, secundarias e retrizes,
penas mal formadas e canhfes com sinal
de arrancamento. O seu par também
possuida defeitos semelhantes na
emplumagem, porém em menor escala.
Apés o resultado positivo a ave foi
novamente contida, mantendo o mesmo
padrédo descrito anteriormente, e seu par
havia morrido.

A arara canindéAra araraung
estava em um viveiro coletivo, ainda néo
se encontrava pareada e havia chegado ao
criadouro a pouco tempo, sua origem era

desconhecida. No dia da coleta identificada

como AraVV09 em sua ficha clinica estava
descrita com falta de rémiges primarias na
asa esquerda. Apés o resultado positivo a
ave foi novamente contida e nenhuma
sintomatologia aparente foi encontrada,
estando sua plumagem em perfeito estado.
Tal achado esta de acordo com a literatura,
que reporta que Igumas aves podem

desenvolver uma resposta imune protetora com
auséncia ou recuperacdo de sinais clinicos
(Khalesiet. al, 2005). E quePsittaciformes

das Américas Central e do Sul sdo mais
resistentes e comumente nao desenvolvem
0s sinais clinicos classicos da doenca
(Bassamiet al, 2003.

Alemanha, 146 psitacideos de 19 géneros

Em um estudo na

diferentes sem sintomatologia clinica foram
testados e foi encontrado 58 (39,2%) de
amostras positivas (Rhaasal.,2003).

O PCR de amostras de sangue
pode ndo ser a melhor analise para exames
de monitorizagdo e rotina, pois existe a
possibilidade de gerar resultados falsos
negativos e também pode ocorrer a néo
deteccdo de aves portadoras assintomaticas
gue nao estiverem em fase virémica.
Nestes casos, podera ser mais indicado
realizar analise genética de amostras
conjuntas dos varios tipos de amostras,
como sangue,
(Picarra, 2009).

Entretanto em

penas ewab cloacal
outro estudo,
alguns agapornisAgapornis sp, foram
testados e todas as amostras de penas que
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foram positivas  tiveram também
positividade nas amostras de sangue pela
tecnica de PCR (Khalesi al, 2005). Ja
em periquitos australiano$/élopsittacus
undulatu3 o PCR de penas e dawvab
cloacal mostrou-se mais sensivel que o de
sangue (Picarra, 2009).

A combinacdo de varias provas
laboratoriais € recomendada como melhor
forma de diagnéstico (Khaleset al,
2005).

E provavel a existencia de

resultados falso negativos no presente

trabalho, e também acredita-se que teria-se
mais resultados positivos se todas as 216
amostras fossem testadas,

ou seja,

incluindo na pesquisa aves sem
sintomatologia clinica. A pesquisa com o0
uso do DNA obtido através das amostras
de swabs também poderia aumentar o
numero de aves positivas, principalmente
no criadouro que possuia histérico da

doenca clinica.

i1 ‘h. .
b

0.1 1 &
e s

Fig. 17 — Exemplar dAdmazona aestivalentificado como (AAVV42) positivo, apresentando

falta de rémiges primarias, secundarias e retrizes

Fig. 18 — Exemplar dAra araraunaidentificada como (AraVV09) positiva, apresentaiseéo

aparentemente sem nenhum sinal clinico.
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5.12) Reagdo em  Cadeia pela
Polimerase- PCR para
Bornavirusaviario
Diversos cortes de tecidos

montados em parafina da amostra (PDD7),
papagaio-do-espirito-santo  Arilazona
rhodocorythg, foram encaminhados ao
Avian Pathology Department of Universty
of California e submetidos a extracdo de
RNA sendo realizado em seguida um RT-
PCR e sequenciamento da regido putativa
do gene M de acordo com protocolo
previamente publicado por Weissenbé&tk

al (2009). O par derimer amplificou uma
sequéncia de bases de 352 pb (Fig.5), o
que correspondeu as posicoes de 1908-
2259 do genoma completo da estirpe de
bornavirus aviarioGeneBankEU781967).
Posteriormente, a pesquisa em BLASTn
contra sequéncias deenBankrevelou ser
compativel com o genotipo 4, com 99% a
100% identidade as sequéncias derivadas
de diferentes espécies de psitacideos de
Israel e Canada (numeros de acesso do
GenBank FJ002341 e GQ496351 e
FJ0023331 e FJ002330, FJ002340 e
FJ002342).

Tal amostra foi utilizada como
controle positivo para o restante dos testes
realizados no LCGM-ICB (Laboratério de
Genética Celular e Molecular do Instituto
de Ciencia Biologicas da UFMG).

Os trabalhos iniciaram-se com o
objetivo de confirmar através da técnica de
RT-PCR a suspeita de ocorréncia do
bornavirus aviario nas demais amostras.
Foram escolhidos através de trabalhos de
referéncia previamente publicados seis
pares deprimers para o inicio dos testes
(Quadro 4). Realizou-se entdo extracao de
RNA das amostras de cérebros mantidos a
-70°C através da técnica de isotiocinato
fenol-cloroférmio  (Trizol®)  descrita
anteriormente.

Para os testes iniciais, como todas
as amostras disponiveis nesta época eram
provenientes de um mesmo mantenedouro
de fauna, optou-se por utilizar a amostra
cinco (Amazona rhodocoryth&#DD7), ja
testada anteriormente e sabidamente
positiva. Realizou-se a transcrigdo reversa
desta amostra para todos g@simers
disponiveis com 1uL (894,4ng/dl) da
amostra (tubos 1 a 6) e com 2 uL da
amostras ( tubos 7 a 12). Em seguida
realizou-se a RT-PCR e leitura por
eletroforese em gel de agarose 1,5%. Onde
verificou-se PCR positivo, com fragmentos
de tamanhos esperados a partir dos primers
3 e4 (360 pb), 9 e 10 (1125 pb) e 11 e 12
(352). Constatou-se que as bandas foram
mais evidentes nas amostras com 2uL para
transcricdo reversa (canaletas 4, 10, 12),

(Fig.21).
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Com tais resultados optou-se para utilizacdo de 2uL da amostra para a
trabalhar os primers 3 e 4; e 11 e 12. E a realizagéo da transcri¢cao reversa.

Quadro 4. Oligonucleotideos iniciadores de Bornavaviario (ABV) testados

Primer Sequencia de nucleotideos Borniaws aviario Referéncia

1: ABVNF  CCHCATGAGGCTATWGATTGGATTACG Kistler et al., 2008

2: ABYNR GCMCGGTAGCCNGCCATTGTDGG

3: ABVPF GGRCAAGGTAATYGTYCCTGGATGGCC Kistler et al.,2008

4: ABVPR  CCAACACCAATGTTCCGAAGMGC

5: ABVF AAGGGAGCAGTTATCGAATG

6: ABVR GACATCTCACAATCAATTCA

7: NPWeissF  CATGAGGCTATWGATTGGATTA Weissenbdclet al, 2009
8: NPWeissR  GCMCGGTAGCCNGCCATTGT

9: BVMFS1 CACGATCTATGCCACCCAAAAGGCAAAGAAGTC Weissenbdclet al, 2009
10: BVMRS2 CACGTGGACTCATTAGTTTGCAAATCCACTTCA

11: MWeissF  CAAGGTAATYGTYCCTGGATGG Weissenbdclet al, 2009
12: MWeissR ACCAATGTTCCGAAGMCGAWAY

Fig. 19 Primers

Ladder

100 pb le2 3e4 5e6 7e8 9e10 11e12

Canaletas: 2,4,6,8,10e 12 =2ulcDNA 1; 3,5,7,9, 11 e 13 = 1ul cDNA

Fig. 19 - Eletroforese em gel de agarose de predigd®CR d8ornavirusaviario: Escolha

deprimersapropriados e determinacao de volume de copiaemold

Legenda: Nota-se PCR positivo, com fragmentos miamntos esperados a partir dos primers 3 e 4
(GGRCAAGGTAATYGTYCCTGGATGGCC e CCAACACCAATGTTCCGAAMRIGC de 360 pb);

9 e 10 (CACGATCTATGCCACCCAAAAGGCAAAGAAGTC e
CACGTGGACTCATTAGTTTGCAAATCCACTTCA de 1125 pb);

elle 12 (CAAGGTAATYGTYCCTGGATGG e ACCAATGTTCCGAAMMCGAWAY de 352pb).
Constatou-se que as bandas foram mais evidentesnustras com 2ul para transcrigdo reversa (casadet
10, 12).
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Tabela 7 . Oligonicleotideos iniciadores pBoanavirusaviario (ABV) que produziram

bandas de tamanho esperado.

Primer Sequencia Regido Tamanho
3: ABVMF* GGRCAAGGTAATYGTYCCTGGATGGCC 1904- 360 pb
1930
4: ABVPR* CCAACACCAATGTTCCGAAGMGC 2284-
2263
9: BVMFS1** CACGATCTATGCCACCCAAAAGGCAAAGAAGTC | 1-25 1125 pb
10: BVMRS2** CACGTGGACTCATTAGTTTGCAAATCCACTTCA | 1125-
1107
11:MWeissF** CAAGGTAATYGTYCCTGGATGG 1853—- 352 pb
Membrane protein 1874
12: MWeissR** ACCAATGTTCCGAAGMCGAWAY 2204~
2186

(*Kistler et al, 2009; *Weissenbdckt al., 2009).

O préximo passo foi verificar qual
seria a melhor quantidade de c-DNA e
temperatura de anelamento. Optou-se
primeiramente em alterar a quantidade de
c-DNA a ser testada de 1uL para 2 uL.
Com a utlizacdo de 2uL as bandas
mostraram-se mais evidentes, portanto
definimos a utilizacdo de 2uL de c-DNA.

Nos testes da temperatura de
anelamento (pareamento) foram realizados
dois testes, o primeiro com temperaturas

de 53°C, 55°C. Verificando uma melhor

visualizacdo da banda esperada a 55°C. E

no segundo teste utilizou-se as

temperaturas de 55°C, 57°C, e 60°C.
Como resultado verificou-se que tanto com
a temperatura de 55°C e a temperatura de
57°C visualizou-se a banda esperada, sem
nenhuma diferenca significativa aparente,
entretanto a 60°C os primers 11 e 12 nao
produziram a banda esperada. Optou-se
entdo pela utilizacdo da temperatura de
anelamento de 57°CFig.49) e utilizac&o
dos primers 3 e 4 para diagnostico das

outras amostras.
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Fig. 2C

Primer 11 e 12

M 100pb Primer3 e4 C-

55°C 57°C 60°C 55°C 57°C 60°C

Fig. 20 — Eletroforese em gel de agarose de predigoPCR dd@ornavirusaviario: Teste

para a determinacéo da temperatura 6tima de anefeme

Legenda: Canaleta 1 Ladder 100pb. Canaletas 2eenperatura de 55°C, canaletas 3 e 7
temperatura de 57°C, canaleta 4 e 8 temperatui@, @¢€analeta 5 e 9 mix. Como resultado
verificou-se que tanto a temperatura de 55°C cortergeratura de 57°C foi visualizada a
banda esperada, sem nenhuma diferenca significapaeente. Entretanto na temperatura de

60°C os primers 11 e 12 ndo produziram a bandaagpe

(Amazona rhodocorytha PDD7) e os
Realizou-se ainda mais um teste, primers 3 e 4 de produto 360pb. Como
sobre a quantidade de cloreto de magnésio resultado a banda esperada foi mais
a ser utilizada na reagdo. Foram testadas evidente em relagdo as outras bandas
quantidades de 1,5mM (1,2 ul); 2,0mM inespecificas com a utilizacdo de 1,5mM
(1,6 ul); e 2,5mM (2,0 ul). Novamente  (1,2ul) de magnésio. Definiu-se entédo esta

utilizou-se c¢c-DNA da amostra cinco guantidade como padrao (Fig.21).
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Fig. 21

M 100pb

2mM 1,5mM 2,5mM

M 100pb

2,5mM

2mM 1,5mM

Fig. 21. Eletroforese em gel de agarose de prodi¢o®CR deBornavirus aviario para

determinacao da concentracéo de cloreto de magnésio

Legenda: Teste da quantidade magnésio, com 1,5n8Vult 2,0mM (1,6 ul); e 2,5mM (2,0

ul). Utilizando-se c-DNA da amostra Brfiazona rhodocorythRDD7) e os primers 3 e 4

para a producdo de um produto de 360pb.

Apbés estas definicbes dos
melhores parametros, para a reacao de RT-
PCR foram iniciados os testes com 13
amostras suspeitas. Utilizando-se os pares
de primers 3 e 4 para obtencdo de um
produto de 360 pb.

Foi encontrada a banda desejada
na visualizacdo em gel de agarose a 1,5%
com as amostras 2, 5 e 13. A amostra 5
rhodocorythRDD7)

mesma utilizada para a padronizacdo dos

(Amazona foi a

parametros da PCR, portanto ela pode ser

considerada o controle positivo. A amostra
2 trata-se de uma arara pirangArg
macagQ PDD4, e a amostra 13 trata-se de
uma maracanad verdadeiraPrimolius
maracana PDD6.

Todas as amostras foram também
aplicadas em gel de poliacrilamida. Neste,
por ser mais sensivel pode-se visualizar a
banda esperada nas amostras 2, 5, 11 e 13
(Fig. 23). A amostra 11 trata-se de uma
maracana-acu Afa severa identificada
como PDDS8.
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M 1 ml2m23m34md45mb6 m67 m78 M 1 ml2m23m34m45mbe66 m67 m78

M9 m910m 11m 12 m 13*m c-plm p2m M9 m910m 11m 12 m 13*m c- pI m p2 m

Fig. 22 - Eletroforese em gel de agarose dos posdie PCR dBornavirusaviaria

Legenda: Os oligonucleotideos iniciadores 3 e 4t[&i et al., 2009 ) foram utilizados , com
produto de 360 pb As amostras positivas estdodddi (setas).

Canaleta 1 de cada gel = marcador de tamanho nleeladder 100pb; amostra 1 =
Guaruba guaroubanecropsiada em 17-10-2010; amostra &ra& macaonecropsiada em 16-
04-2010 identificada como PDD4; amostra Brimolius maracana09-03-10 (PDD3);
amostra 4 =Pionus maximiliani04-05-2011 (PDD10); amostra5Amazona rhodocorytha
10-01-2011 (PDD7); amostra 6Rionus fuscu®97-10-2011; amostra 7 Amazona vinacea
31-05-2011; amostra 8 Frichoglossus haematodu33-05-2011; amostra 9 Amazona
vinacea04-05-2011 (PDD?9); amostra 10Amazona vinace26-11-2010 (PDD5); amostra
11 =Ara several3-02-2011 (PDD8); amostra 12Pfonopsitta pileatal8-07-2011; amostra
13 =Primoluis maracana30-12-2010 (PDD6); amostra plRioonus menstru®4-11-2011;
amostra p2 =Pionus menstru94-11-2011; m = respectivos mix; M = marcador lexdd
100pb.
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| |
B
| | | 2l

Mppb 1 ml 2 m2 3 m3 4 m4d 5 m5 6 m6 7 m7 M 8 m8 9 m9 10 mi0 11 12 13 pl p2 c-

Positivos gel 1: amostra 2 e 5 Positivos gel 2: amostra 11 e 13

LEGENDA:

M100pb = marcador 100 pb
Numero da amostra =1, 2, 3...
Mix das amostras = m1,m2,m3...

Fig. 23 — Eletroforese de produtos de PCRBdenavirusaviario em gel de poliacrilamida

corada por prata

Legenda: Gel poliacrilamida corado por prata. Ogoolucleotideos iniciadores 3 e 4 (Kistler
et al., 2009 ) foram utilizados , com produto d@ b6 As amostras positivas estao indicadas
(setas). Amostras 2, 5, 11 e 13.

amostra 1 =Guaruba guaroubanecropsiada em 17-10-2010; amostra 2Ara macao
necropsiada em 16-04-2010 identificada como PDBwstra 3=Primolius maracan@®9-03-
10 (PDD3); amostra 4 Pionus maximiliani04-05-2011 (PDD10); amostra5 Amazona
rhodocorytha10-01-2011 (PDD7); amostra 6 Rionus fuscus)7-10-2011; amostra 7 =
Amazona vinaced1-05-2011; amostra 8 Frichoglossus haematod@8-05-2011; amostra 9
= Amazona vinace&4-05-2011 (PDD9); amostra 10 Amazona vinace&6-11-2010
(PDD5); amostra 11 Ara severad3-02-2011 (PDD8); amostra 12Pwonopsitta pileatal 8-
07-2011; amostra 13 Primoluis maracana30-12-2010 (PDD6); amostra pl Rionus
menstrus04-11-2011; amostra p2Rionus menstru®4-11-2011; m = respectivos mix; M =

marcador Ladder 100pb.
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A amostra 13 foi sequenciada e
em analise noGeneBank demonstrou
similaridade de 84% a 89% utilizando a
sequéncia do fragmento obtido, com as
amostras(FJ794746.1), (FJ794749.1), de
bornavirus classico BVD, e (JN014948.1),
(JN035148.1), (GU249594.1) de

bornavirus aviario BAV. Utilizando-se

somente a melhor parte da sequencia
encontrada (representada na cor azul no
programa Applied Byosistem Sequence
Scanner software® verificou-se uma

similaridade de 97% com as amostras
(JN014948.1), (JN035148.1),

(GU249594.1) de bornavirus aviario BAV.

Novos sequenciamentos devem
ser realizados para se chegar a uma
sequencia mais confiavel. A qualidade da
de

sequenciamento pode ter influenciado estes

Taq utilizada para a reacao

resultados. Nao havia a disponibilidade da

Tag Platinium apenas  Gotac-Flex
Promega.
Os resultados obtidos neste

trabalho demonstram que as amostras 2, 5,
11 e 13 s&o positivas para bornavirus

aviario.

Quadro 5 — Amostras positivas, panorama geral.

N°Amostra | Identificagéo Achados Histo- Imuno- PCR | PCR
no gel Geral macroscopicos| patologia | histoquimica | EUA | BR
2 PDD 4 + + - - +
5 PDD 7 + + + + +
11 PDD 8 + - - - +
13 PDD 6 + + + - +

Lierz et al. (2009) confirmou a
presenca de bornavirus aviario por RT-
PCR em diversos 6rgdos de duas aves com
sinais clinicos, incluindo amostras de
tecido cerebral, tal como neste estudo. O
autor confirmou ainda que aves
aparentemente saudaveis, mas que tiveram

contato com as aves doentes também

tiveram positividade comprovada a partir
de amostras dewvabcloacal.

No presente estudo ndo obteve-se
autorizacdo do proprietario do criadouro
afetado, para coletas das aves vivas, com
ou sem sinais clinicos que tiveram contato
com as aves que desenvolveram PDD e

vieram a Obito. Entretanto provavelmente
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devem existir aves assintométicas no
criadouro, pois conforme j& descrito os
Obitos ocorreram de forma intermitente.
(2008)

econfirmaram a presenca de bornavirus

Kistley et al.
aviario em amostras de psitacideos com
PDD, estudo que descreveu os pares de
primers utilizados, com a obtencdo de

62.5% de positividade (5/8) e 0% (0/8) nos
controles
provenientes dos EUA e 71% (N=7) das

amostras provenientes de Israel também

negativos das amostras

com 0% (N=14) dos controles negativos.
Os resultados sugeriram que a causa da
PDD pode ser

dependa da presenca 8ornavirus Nas

multifatorial embora

aves testadas por RT-PCR neste estudo
23,52% (N=17) E
provavel que tenhamos resultados falso-

foram positivas.

negativos decorrente possivelmente de
do RNA

processamento das amostras,

degradacéo durante o
pois as
semelhancas encontradas a necropsia e na
histopatologia de todos os casos deste
mesmo criador sdo evidentes. Problemas
com armazenagem de material, accao de
RNAses podem ter ocorrido.
Kloet (2009)

utilizaram os mesmos pares geimers

et al. também
para RT-PCR e comprovaram a presenca
de

aparentemente

bornavirus aviario em araras

saudaveis através de

amostras deswabscloacais. Gancet al.

(2009), conseguiram reproduzir a doenca
em calopsitas Nymphicus hollandicys

saudaveis inoculando-as por diversas vias
com um preparado de cérebro de aves com
PDD, utilizando o0 mesmo par geimers

do estudo de Kistley. A comprovagéo se
deu através de histopatologia, imuno-
RT-PCR

amostras de tecidos inclusive cérebro. Em

histoquimica e utilizando
outro estudo experimental em que jandaias
da patagdnia Qyanoliseus patagonis
foram inoculadas, ap0s o desenvolvimento
da doenca clinica e a realizacdo da
eutanasia, o PDD foi confirmado pela
necropsia e pela histopatologia. A RT-PCR
comprovou a presenca de bornavirus
aviario no cérebro das duas aves infectadas
experimentalmente e comprovou sua
auséncia no cérebro da ave inoculada com
salina utilizada como controle negativo
(Grayet al, 2010).

Em outro estudo para
identificacdo do agente causador da PDD
em trés aves testadas a carga viral foi
maior no ceérebro do que nos demais
tecidos (Honkavouriet al, 2008). Na
Austria cérebro e proventriculo de varias
aves foram testados simultaneamente na
RT-PCR, em geral as amostras de cérebro
tiverm resultados mais intensos
(Weissenbotcket al, 2009). No Japao
também utilizaram-se amostras de cérebro

para diagnostico por RT-PCR (Ogawha
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al., 2011). al, (2010)

descreveram um surto natural de PDD em

Kistley et

um criatério. O surto teve inicio com a
introducédo de ave sem quarentena. Em um
primeiro momento o autor descreve que
filhotes que tiveram contato
desenvolveram sintomatologia clinica e
vieram a Obito rapidamente. Depois 11
aves adultas desenvolveram sintomatologia
e vieram a Obito, num total de 64 aves
restantes 12 foram positivas para analise de
RT-PCR

sintomatologia.

sem desenvolver a
No nosso estudo a forma de como
a doenca surgiu no criatério nao foi
esclarecida, porém dentre as aves que
desenvolveram a doenca e vieram a 0Obito a
maracané-acuAfa severa identificada na
necrépsia como PDD8 e na RT-PCR como
amostra numero 11 (positiva) havia sido
adquirida & pouco tempo de um criatorio
comercial para acasalar com uma da
mesma espécie no plantel, entretanto a
aproximacado das aves nao foi eficaz e esta
ave foi colocada em um viveiro coletivo
com maracanas verdadeira®rifnolius
maracand. Historicamente ndo se tinha
nenhuma ave com a sintomatologia clinica
ou achados de necropsia compativeis por
PDD neste criadouro, aAra severa
adquirida por se tratar de um filhote e
ainda tratamento

requerer especial

(alimentacdo com papa de filhote) né&o

permaneceu na quarentena, sendo colocada
diretamente na maternidade do criatério.
Concluimos que existe a possibilidade
desta ter sido a porta de entrada para a

doencga no criadouro.

6) Conclusdes

O presente estudo ndo demonstrou
incidéncia das doencas preconizadas pelo
PNSA (micoplasmoses, salmoneloses e
doenca de Newcatle) nos psitacideos nos
criatérios pesquisados. O que nédo exclui a
necessidade de manter-se uma vigilancia
em tais plantéis dado a importancia
econbmica destes potenciais problemas
frente a avicultura industrial. Além é claro,
de com essa vigilancia se cumprir as
determinacdes da legislagao brasileira.
Dentre as doencas importantes para a
ordem Psittaciformes, foi comprovada a
existéncia de infec¢bes sub-clinicas por
Chlamydophila psittacatravés da analise
de swabs cloacais e de fenda palatina,
extraidas pelo método de Nal e silica. E de
infeccdes sub-clinicas pelGircovirus da
doenca do bico e das penas dos psitacideos
através da andlise de coagulos sanguineos
extraidos pela técnica de Nal e silica.

Em relacdo a infeccdo por
Chlamydophila psittacisua importancia se
deve ao fato desta doenga ser uma
importante zoonose. A existéncia de

animais assintomaticos deve fortalecer a
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necessidade de boas praticas de manejo e
biosseguridade, principalmente em relagao

as pessoas envolvidas diretamente com seu
manejo, sejam elas seus tratadores e

veterinarios, ou mesmo proprietarios.
Todas as pessoas que pretenderem obter
tais aves como animais de estimacdo em
criadouros  comerciais devem  ser
concientizadas da necessidade e cuidado
em relagcdo a higiene ou contato direto
intimo com estes animais, e uma atencao
especial deve ser dada a pessoas com
algum tipo de imunossupressao, criancas e
idosos.

Uma atencédo especial deve ser
dada em relacio a PBFD com a
proximidade de criacdo de animais da
fauna silvestre que normalmente nao
apresentam sinais clinicos, com animais da
Deveria existir

fauna exotica. uma

separacdo maior entre as espécies nas

criagOes, para diminuir a chance desta e de
outras doencas consideradas exoticas se
tornarem adaptadas aos nossos animais,
correndo risco inclusive de ocorrerem nas

populacbes selvagens, como j& ocorre por
exemplo na Australia.

A baixa incidéncia das parasitoses
observada néo deve ser interpretada como
uma falta de importancia destas infestacoes
nos psitacideos, e sim como um correto
manejo preventivo realizado nos criatorios
pesquisados.

Foi comprovada a existéncia da
sindrome da dilatacdo do proventriculo
peloBornavirusaviario em pelo menos um
criadouro conservacionista em Minas
Gerais, demonstrando que a técnica
utilizada foi eficiente e sugerindo que
infeccdes subclinicas possam existir na

populacao estudada.
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