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1. INTRODUCAO

Os poxvirus sdo virus envelopados que possuem genoma DNA linear de fita
dupla com capacidade de se multiplicar no citoplasma celular (BATISTA, 2018).
Atualmente, os constituintes da familia Poxviridae sé&o divididos em duas
subfamilias: Entomopoxvirinae, que infecta insetos e a subfamilia Chordopoxvirinae
que acomete animais vertebrados e é composta por nove géneros, sendo um deles
0 Avipoxvirus (ICTV, 2021).

A Bouba Aviaria € uma doenca causada por um virus do género Avipoxvirus
(APV) de carater nodular e proliferativo que acomete tanto aves domésticas como
silvestres. Pode se manifestar de duas principais formas: cutanea e diftérica. A for-
ma cutanea, mais comum, é responsavel por ocasionar lesées nodulares e espes-
samento da pele, principalmente em regides desprovidas de penas, como a regido
dos olhos, crista, barbelas, patas e ao redor da cloaca (FLORES, 2012). Enquanto a
forma diftérica causa lesfes internas (placas sobressalentes de coloracdo amarela-
da) nas mucosas do trato gastrointestinal superior e respiratorio (GIOTIS; SKINNER,
2019).

O diagnéstico clinico é realizado pelo histérico, sinais clinicos e caracteristicas
das lesdes, entretanto sua confirmacdo s6 ocorre a partir de exames laboratoriais
como Histopatolégico e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sendo o primeiro
considerado padrdo ouro para o diagnéstico de Bouba Aviaria de acordo com a Or-
ganizacdo Mundial de Saude Animal — OIE (2008). A técnica de PCR consiste em
amplificar sequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA) in vitro, utilizando primers
especificos. As vantagens da utilizacdo dessa técnica molecular estdo na necessi-
dade de pequenas quantidades de amostras e, por possuir alta sensibilidade e es-
pecificidade, oferece resultados confiaveis (LUSCHOW et al., 2004). Além disso, a
amplificacdo do gene da proteina de nucleo 4b viral de APV por PCR vem sendo
utilizada frequentemente como ferramenta molecular para a deteccdo de AVPs
(GHALYANCHILANGEROUDI et al., 2018).

O Milvago chimango é uma espécie de ave falconiforme, de rapina e diurna, da
familia Falconidae, que esta presente em paises da Ameérica Latina (BirdLife Interna-
tional, 2018). Altamente gregaria, essa ave possui dieta generalista que inclui ani-
mais em decomposicdo e residuo domiciliar, bem como presas vivas, como ovos e
filhotes de outras aves (BIONDI, 2010; MORRISON; PHILLIPS, 2000). Este trabalho
tem como objetivo confirmar a infeccdo de um Milvago Chimango por Avipoxvirus
através da técnica de PCR.
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2. METODOLOGIA

Para a elaboracdo deste trabalho foi utilizada uma amostra de tecido de
Milvago Chimango com suspeita clinica de Bouba Aviaria coletada pelo NURFS —
Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre e enviada ao LabVir — Laboratério de
Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas, para a confirmacéo do
diagnéstico presuntivo.

Extraiu-se o DNA da amostra a partir de 50 mg de tecido, utilizando o reagente
DNAzol® (Thermo Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Posteriormente, foi realizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com o
DNA extraido. Foi utllizado um par de primers P4b (P4bF-5-
CAGCAGGTGCTAAACAACAA-3 e P4AbR-5-CGGTAGCTTAACGCCGAATA-3), que
amplificam um fragmento de 578pb para o gene da proteina de nudcleo 4b viral
(BINNS et al., 1989; LEE; LEE, 1997). O volume final da reagéo de PCR foi de 25
uL, contendo uma unidade de GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, Fitchburg,
Wisconsin, EUA), 2 uL do DNA extraido e 0,4 uM de cada primer. As condi¢ces da
PCR para o gene da proteina de nucleo 4b viral estdo descritas na Tabela 1. O
produto de PCR amplificado foi separado por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado com Brometo de Etideo e visualizado em transiluminador UV (100 V,
40 min). Para controle positivo da reagdo, foi utilizado o DNA de uma vacina
comercial para Bouba Aviaria (Biovet® Vaxxinova, Vargem Grande Paulista, SP,

Brasil).
Tabela 1. Condi¢des de termociclagem (P4b)
Passos 1 2 3 4 5 6
Temp.(°C) 94 °C 94 °C 50 °C 72 °C 72 °C 4°C
Tempo 7 min 30seg | 30seg | 30seg | 10 min 0
(min/seq)
Repeticdes 1x 40 X 1x o0

Passos: 1- Desnaturacdo; 2- Desnaturacao; 3- Anelamento; 4- Extensdo; 5- Extenséo final,
6- Manutencao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao realizar a PCR, foi possivel concluir que o diagnéstico definitivo para a
amostra era, de fato, infec¢do pelo Avipoxvirus (Figura 1).

Figura 1: Gel de agarore a 1,5%, com amplicons de 578pb, resultado compativel
com Avipoxvirus.

Marcador C+ amosts O-

200008

Coluna 1: Marcador (100pb); Coluna 2: Controle positivo (vacina comercial para
Bouba Aviaria); Coluna 3: Amostra M. Chimango; Coluna 4: Controle negativo.
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A Bouba aviaria estd sendo frequentemente relatada em aves silvestres e
domeésticas no Brasil. Em 2018 foi relatado um surto de forma cutdnea de poxvirus
aviario em perus comerciais em Minas Gerais (FERREIRA et al., 2018). J4 em 2019
ocorreu um surto em frangos caipiras, em uma propriedade no municipio de Alagoa
Grande no estado da Paraiba (SOUSA, 2019). No Rio Grande do Sul foi realizado
um levantamento epidemioldgico (410 amostras) de doencas virais de aves domesti-
cas, no periodo de 2000-2016 por Hirshmann et al. (2019). Nesse estudo, a quarta
doenca viral mais detectada foi a Bouba aviaria, demonstrando a disseminacéo do
virus no estado. Em 2021 o Brasil ficou em 3° lugar no ranking mundial de producéo
de carne de frango (14,329 milhdes de toneladas) e em 1° lugar no ranking mundial
de exportacdo da mesma (4,610 milhdes de toneladas) (EMBRAPA, 2022), o que
enfatiza a necessidade do monitoramento e controle de enfermidades como a Bou-
ba, que provoca prejuizos econémicos no setor avicola.

A transmissdo da Bouba Aviaria pode ocorrer pelo contato direto entre as a-
ves, através de fémites contaminados, mas principalmente pela picada de insetos
como mosquitos, sendo os principais vetores dessa enfermidade o Aedes aegypti e
o Culex quinquefasciatus (MOCO et al.,, 2008).0 comportamento alimentar desta
ave, sua associacao a atividades antropicas, tendéncia a abordar, explorar e brincar
com novos objetos e sua baixa neofobia se comparado a outras aves podem contri-
buir para que esta espécie seja suscetivel a infeccdo por Avipoxvirus (BIONDI,
2020).

Sao diversas as fontes de contaminacdo de Bouba Aviaria para a espécie M.
chimango: a ave esté presente em areas urbanizadas, locais que favorecem a ocor-
réncia de mosquitos - principais vetores da Bouba Aviaria. Além disso, sua pratica
de predar ovos e filhotes de outras aves propicia o contato direto entre espécies sil-
vestres e domésticas, o que facilita a transmissao direta do virus. A alta exposicdo
dos M. chimango ao agente da Bouba Avidria, juntamente dos sinais clinicos carac-
teristicos, séo indicativos do diagndstico, confirmado via PCR.

A vacinacdo é o melhor método para prevencdo da doenca e o controle se
sucede por medidas de biosseguridade, como isolamento das aves infectadas e de-
sinfeccdo de superficies expostas as mesmas, além do controle de mosquitos (MO-
CO et al., 2008).

4. CONCLUSOES

Através da técnica de PCR foi possivel identificar a presenca de Avipoxvirus na
amostra utilizada, estabelecendo um diagnostico definitivo para o caso e concluindo
que ha circulagdo de Avipoxvirus no Brasil. Diagnosticar casos de Bouba Aviaria
auxiliam no controle da doenca, preservando a fauna silvestre e evitando grandes
perdas econdmicas no setor de avicultura brasileira, justificando assim a realizagéo
do presente trabalho.
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