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RESUMO

O Bornavirus aviario (BVA) é o causador da doenca da dilatacdo proventricular (DDP),
emergente e frequentemente fatal em psitacideos. Possui distribuicdo mundial, mas no Brasil
h& poucos dados sobre sua abrangéncia. Objetiva-se determinar a prevaléncia e os fatores
associados a infeccdo por BVA em psitacideos mantidos em cativeiro no estado de Santa
Catarina. Realizou-se um estudo transversal com 192 aves de dois cativeiros (A e B), utilizando
suabe da coana, do es6fago, da cloaca e coleta de pena totalizando 768 amostras submetidos
a transcrigéo reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) utilizando como gene alvo a
proteina matriz (M) com produto final de 350 pares de base (pb). Dados foram coletados, como
espécie, género, idade, escore corporal, qualidade das penas e historico, analisados por meio de
estatistica descritiva e por regressdo logistica. A prevaléncia total foi de 35,9% (69/192), no
criatorio A de 40,4% (42/104) e no criatério B de 30,7% (27/88). O suabe de coana apresentou
positividade de 58,0% (40/69), cloaca 50,7% (35/69), es6fago 43,5% (30/69) e pena 21,7%
(15/69) com aves positivas em mais de uma amostra. Foram amostrados 29 espécies de
psitacideos, sendo a maioria nativa, 49,0% (94/192) das espécies ameacadas de extin¢do e
58,0% (40/69) destas estavam infectadas. As trés espécies mais afetadas foram Papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva), Pagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) e Tiriba-da-testa-
vermelha (Pyrrhura frontalis). Dos dados epidemioldgicos analisados, nenhum apresentou
relacdo com a infeccdo por BVA. Nos psitacideos positivos, 88,4% (61/69) estavam saudaveis
e 8,7 (6/69) apresentavam alteracBes clinico-comportamentais. Ocorreu 15,9% (11/69) de
oObitos dentre os positivos e 2,9% (2/69) morreram com lesdes sugestivas de DDP. A utilizagéo
de amostras conjuntas foi eficaz para o diagndstico clinico de BVA e determinou uma
prevaléncia elevada em psitacideos mantidos em cativeiro no estado, com maior abrangéncia
no criatério comercial, em espécies do género Amazona, assintomaticos e oriundos de

translocacéo por doacéo.

Palavras-chave: Doenca da dilatacdo proventricular. Bornavirose. Doenca emergente. Virus

RNA. Psittaciform orthobornavirus.



ABSTRACT

Avian bornavirus (ABV) is the cause of the of proventricular dilatation disease (PDD),
emerging and often fatal in psittacines. It has worldwide distribution, but in Brazil there is little
data on its dissemination. The objective is to determine the prevalence and factors associated
with ABV infection in captive psittacines in the state of Santa Catarina. A cross-sectional study
was carried out with 192 birds from two captive psittacine breeding facility (A and B), using
choana, esophagus and cloaca swab, and feather collection totaling 768 samples for reverse
transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) using as gene targeting the protein (M)
with a final product of 350 base pairs. Data were collected, such as species, gender, age, body
score, quality of feathers and history when available. The total prevalence was 35.9% (69/192),
in captive A 40.4% (42/104) and in captive B 30.7% (27/88). The choana swab showed
positivity of 58.0% (40/69), cloaca 50.7% (35/69), esophagus 43.5% (30/69) and feather 21.7%
(15/69) with positive birds in more than one sample. Among the 29 species of psittacines
sampled, the majority were native, with 49.0% (94/192) of endangered species and 58.0%
(40/69) of these were infected. The three most affected species were Blue-fronted Amazon
parrot (Amazona aestiva), Vinaceous-breasted Amazon parrot (Amazona vinacea) and Reddish-
bellied conure (Pyrrhura frontalis). Of the epidemiological data analyzed, none was related to
BVA infection. In the positive psittacines, 88.4% (61/69) were healthy and 8.7% (6/69) had
clinical and behavioral diseases. There was 15.9% (11/69) of deaths among the positive and
2.9% (2/69) died with lesions suggestive of PDD. The use of sets samples was effective for the
clinical diagnosis of ABV and determined a high prevalence in captive psittacines in the state,
with greater scope in commercial captive, in species of the genus Amazona, asymptomatic and

from translocation by donation.

Keywords: Proventricular dilation disease. Bornavirose. Emerging disease. Virus RNA.

Psittaciform orthobornavirus.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta 88 espécies de psitacideos, que representam cerca de 22,3%
dos psitacideos da familia Psittacidae do mundo e mais de 15% destas espécies nativas
estdo classificadas em ameacadas de extin¢do de acordo com o livro vermelho da fauna
brasileira do Instituto Chico Mendes da Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIO)
(MMA, 2018) e a Lista de Espécies Ameacadas da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN) (IUCN, 2019). A perda de habitat, a retirada de filhotes
do seu meio natural e o trafico ilegal estdo entre as principais causas do declinio
populacional. Além disso, a caréncia de informacdes sobre a biologia, a ecologia e 0s
patdgenos que as infectam também sdo ameacas importantes para a conservagao destas
aves (GUEDES, 2004; RASO, 2004). Muitas espécies de psitacideos tém alta
longevidade (YOUNG et al., 2012) e as aves criadas e mantidas em cativeiro
desenvolvem um conjunto de doencas que podem diferir (RICKLEFS, 2000), ou néo
daquelas que ocorrem em seus habitats naturais. Nesse sentido, devido a alta
biodiversidade do pais e aos riscos que acometem fauna, a implementacao e apoio para
estudos que investiguem a ocorréncia de patdgenos e as consequentes enfermidades nos
animais é de urgéncia (CATAO-DIAS, 2003).

Entre as doengas infecciosas que afetam os psitacideos, uma das mais emergentes
é a Doenga da Dilatacdo Proventricular (DDP) causada pelo Bornavirus aviario (BVA)
pertencente as espécies Psittaciform orthobornavirus 1 e 2 (HONKAVUORI et al., 2008;
KISTLER etal., 2008; AMARASINGHE et al.,2018). A caracterizacdo de BVA é recente
e diversos aspectos sobre sua transmissdo, patogenia, epidemiologia, diagndstico e
controle sdo ainda escassos. A doenca pode se manifestar de forma conjunta ou
individual, com sinais neurologicos, alteragdes gastrointestinais (GREGORY et al.,
1994; HOPPES et al., 2010; RUBBENSTROTH et al., 2016) e/ou com alteragfes no
empenamento (FLUCK et al., 2019), além de também ser identificado o agente viral em
aves clinicamente saudaveis (KLOET et al., 2009; LIERZ et al., 2009; HEFFELS-
REDMANN et al., 2011). Acredita-se que a manifestacdo da doenca esteja relacionada
com o cativeiro e assim, fatores como estresse podem influenciar a infeccdo por BVA e
a consequente manifestacdo de DDP (LIERZ et al., 2009; GANCZ et al., 2009; GRAY et
al., 2010).

BVA tem distribuicdo mundial (LIERZ et al., 2009; RINDER et al., 2009;
KISTLER etal., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; HEFFELS- REDMANN et al., 2011,
SASSA et al., 2013; FLUCK et al., 2019; PINTO et al., 2019; SA-ARDTA et al., 2019;
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ARAUJO etal., 2020; KESSLER et al., 2020) e no Brasil ha relatos da doenca nas regides
Centro-oeste, Sudeste e Sul (Figura 1) (DONATTI et al., 2014; ENCINAS-NAGEL et
al., 2014; PHILADELPHO et al., 2014; ARAUJO et al., 2017a; AZEVEDO et al., 2017,
SILVA et al., 2020). Na regido Sul ndo ha dados de prevaléncia, e no estado de Santa
Catarina ja houve um surto em ambiente cativo (ARAUJO et al., 2017a). A origem do
BVA e sua forma de transmissdo nas populacgdes de psitacideos em todo o0 mundo ainda
é desconhecida (RUBBENSTROTH et al., 2016). Adjunto do carater emergente do BVA
aumenta-se a necessidade de maiores estudos sobre o assunto (SILVA et al., 2020).
Portanto, os objetivos deste estudo sdo determinar a prevaléncia da infeccdo por
BVA em psitacideos cativos do estado de Santa Catarina e identificar os fatores que estéo
associados. Esses resultados possibilitam a disseminagdo do conhecimento sobre as
questdes que envolvem o Bornavirus de psitacideos mantidos em cativeiro,

proporcionando avancos para manutencdo destas populacgdes.

Figura 1- Distribuicdo de casos de Bornavirus Aviario (BVA) em psitacideos no Brasil.

Donatti et al. (2014)
Encinas-Nagel et al.(2014) Silva et al. (2020)

Philadelpho et al. (2014)

Araujo et al. (2017)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia do Bornavirus aviario (BVA) em psitacideos mantidos
em cativeiro no estado de Santa Catarina por reacdo da transcriptase reversa seguida pela
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) juntamente com avaliacdo epidemioldgica da

doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
I.  Investigar a ocorréncia da infeccdo por BVA na populacao de psitacideos de dois
criatdrios no estado de Santa Catarina.
Il.  Realizar a caracterizacdo epidemioldgico da doenca nas populagdes estudadas.
I1l.  Validar o uso de amostras de suabes da coana, esdfago, cloaca e coleta de penas
para detectar BVA por RT-PCR.
IV.  Verificar a evolugdo clinica com a positividade do hospedeiro durante o periodo

do projeto.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OSPSITACIDEOS

A familia Psittacidae é composta por aves popularmente conhecidas como as
araras, papagaios e periquitos, que pertence a ordem Psittaciformes, possuindo ainda mais
duas familias, Loridae e Cacatuidae (COLLAR, 1997; GALETTI et al., 2002). Essa
ordem esta distribuida em todos os continentes, incluindo Austrdlia, ilhas do Oceano
Pacifico, india, Asia, América e Africa, sendo que a maior parte das espécies se encontra
na Ameérica do Sul e Australia (COLLAR, 1997). Os representantes da familia Psittacidae
sdo distinguiveis por apresentar cabeca grande em relacdo ao corpo, pescogco pequeno,
pés zigodactilos, tarsometatarso geralmente curto e, principalmente, por possuirem bico
grande, forte e recurvado (SICK, 1997). Em relacdo ao tamanho corpdreo, possuem
grande heterogeneidade, variando desde representantes pequenos como tuins (Forpus
spp.) de cerca de 15 cm e 25 g, até araras (Ara spp. e Anodorhynchus spp.) que sdo as
maiores espécies da familia, podendo chegar a 98 cm e 1,5 kg (COLLAR, 1997).
Atualmente, 27% das 395 espécies de psitacideos estdo classificadas pela IUCN nas
categorias vulneravel (VU), em risco (EN) ou criticamente em risco (CR) (IUCN, 2019).
O Brasil contém aproximadamente um quarto (88/395) destas espécies sendo o pais mais
rico em biodiversidade da fauna Psittaciforme da América (MMA, 2018; IUCN, 2019).
Psitacideos sdo ecologicamente importantes pelo seu papel de consumo de frutos,
sementes e flores (GALETTI et al., 1992; SILVA, 2005), sendo consequentemente
dispersores de sementes (BLANCO et al., 2016; BANOS-VILLALBA et al., 2017), e
assim afetando diretamente no equilibrio do ambiente (SICK, 1997). O grande apreco
dos humanos por estas aves favorece o aprisionamento em cativeiro e a biopirataria
(ICMBIO, 2014).

Em um estudo realizado na America do Norte, os psitacideos mantidos em
cativeiro foram frequentemente diagnosticados com processos de doencgas infecciosas
(44,5%), sendo mais acometidos por virus. Dessas, Bornavirus aviario foi a mais
diagnosticada 56,37% (314/557) (GIBSON et al., 2019). Em aves cativas, 0 virus tornou-
se relevante para os psitacideos, devido ao efeitos graves que pode causar para o seu bem-
estar e para os niveis de biodiversidade. As andlises epidemiologicas sugeriram que um
comércio mundial de psitacideos sem medidas de biosseguridade (PINTO et al., 2018;
PINTO et al., 2019; SILVA et al., 2020) e as aves silvestres migratorias
(RUBBENSTROTH et al., 2016; PINTO et al., 2018), simultaneamente ou
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individualmente podem ser uma fator de disseminacao do BVA. A Ordem Psittaciformes
é a mais acometida pela enfermidade, com relatos descritos em mais de 80 espécies de
psitacideos de diversos géneros (HOPPES et al. 2013). Nos protocolos sanitarios
nacionais, apenas o Plano de Acdo Nacional (PAN) da Ararinha-azul (Cyanopsitta spixii)
e Arara-azul-de-lear (Anodorhynchus leari) consta a triagem para o BVA (ICMBIO,
2012a,b), porém a Instrucdo Normativa (IN) da Secretaria da Receita Federal (SRF) N°
179 (IBAMA, 2008) que define diretrizes gerais e procedimentos para destinacdo dos
animais da fauna silvestre nativa e exdtica apreendidos, resgatados ou entregues as
autoridades competentes, ndo solicita qualquer teste para BVA. Logo, adquirir dados
sobre a prevaléncia, transmissao e/ou tratamento de doengas emergentes e virais, Como 0
BVA, possui grande relevancia para a medicina veterinaria e a biodiversidade
(BOATRIGHT-HOROWITZ, 2020).

3.2 BORNAVIRUS AVIARIO

O virus Bornavirus pertence a ordem Mononegavirales e a0 novo género
Orthobornavirus que possui oitos espécies, Elaplid 1 orthobornavirus, Mammalian 1
orthobornavirus, Mammalian 2 orthobornavirus que afetam mamiferos e répteis, e
Passeriform 1 orthobornavirus, Passeriform 2 orthobornavirus, Psittaciform 1
orthobornavirus, Psitacciform 2 orthobornavirus e Watterbird 1 orthobornavirus que
afetam aves (AMARASINGHE et al., 2018). A familia Bornaviridade possui 0
Bornavirus aviario (BVA) e o Bornavirus classico (BDV). BVA esta associado a Doenca
da Dilatacdo Proventricular, especialmente e de forma mais grave em psitacideos
(KISTLER et al., 2008; PAYNE et al., 2012 TIZARD et al., 2016). BDV é causador de
doenca neuroldgica em pequenos ruminates e equinos, com maior incidéncia na Europa
central (LUDWIG et al., 1988).

O Bornavirus € um virus envelopado, com diametro de 80 a 100 nanémetros, com
um genoma ndo segmentado por RNA cadeia simples, com cerca de 8.900 nucleotideos
(TIZARD et al., 2016). O genoma do BVA é semelhante ao BVD, possuindo seis
unidades de transcri¢cdo: nucleoproteina (N), proteina reguladora (X), cofator de
polimerase (P), proteina da matrix (M), glicoproteina (G) e polimerase (L)
(HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008; STAEHELI et al., 2010). Durante
o ciclo de replicacdo viral, a proteina N € sintetizada como outras proteinas dentro do
citoplasma e depois entra no nucleo, onde participa do processo de transcrigdo e
replicacdo (SCHWEMMIE et al., 2004). Sua organizacdo genémica geral é semelhante &
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de outros virus da ordem Mononegavirales, incluindo Paramixovirus e Rabdovirus. No
entanto, o Bornavirus é o Unico virus de RNA de polaridade negativa, ndo segmentado, a
se replicar dentro dos nucleos das células infectadas e, portanto, foi colocado em sua
prépria familia Bornaviridae, e estabelecem infeccdo persistente ndo citolitica no
hospedeiro (SCHNEIDER et al., 2005). Durante a expressdo génica realizam o
mecanismo de splicing e aparentemente também como estratégia de replicacéo a retirada
de ao menos 50 nucleotideos terminais para variacdo genética (SCHWEMMLE et al.,
2004; PAYNE et al, 2012; TIZARD et al, 2016).

A Doenca da dilatacdo proventricular (DDP) em psitacideos teve o agente
etioldgico descoberto somente em 2008, sendo este o Bornavirus aviario (BVA)
(HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008). A DDP é conhecida como doenca
neurodegenerativa grave e muitas vezes fatal em populacdes de psitacideos em cativeiro
(GANCZ et al., 2009; STAEHELI et al., 2010), e pode afetar ambos o0s sexos, geralmente
é encontrado em aves adultas, mas também foi descrito em psitacideos juvenis
naturalmente infectados (KISTLER et al., 2010). Ha duas espécies do virus que podem
acometer o0s psitacideos, Psittaciform 1 orthobornavirus e Psittaciform 2
orthobornavirus, contendo sete genédtipos que sdo os parrot bornavirus 1-5e 7 (PaBV 1-
5e 7) (HONKAVUORI et al., 2008; KISTLER et al., 2008; WEISSENBOCK et al.,
2009a; RUBBENSTROTH et al., 2012). Os gen6tipos mais comuns de PaBV relatados
em casos de DDP em todo o mundo sdo o PaBV-2 e o PaBV-4 (RUBBENSTROTH et
al., 2016).

3.2.1 Transmissao

A rota natural de infeccdo ndo é evidente até o momento, mas dados
epidemioldgicos apdiam a transmissdo horizontal (RUBBENSTROTH et al., 2016) pela
deteccdo em conteudos fecais e oronasais ( LIERZ et al., 2009; RINDER et al., 2009;
KISTLER et al., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; HEATLEY et al., 2012; ENCINAS-
NAGEL et al., 2014; RUBBENSTROTH et al., 2016). Outra forma para a transmissao
do Bornavirus aviario a se considerar é pela via vertical, pois 0 RNA viral ja foi detectado
em ovos e embrides provenientes de aves infectadas (LIERZ et al., 2011; KERSKI et al.,
2012; MONACO et al., 2012; RUBBENSTROTH et al., 2013; DELNATTE et al., 2014).
Sabe-se que tambeém pode ser detectado em cloaca, coana, penas, e até nos filtros dos
ductos de ar de ambientes que abrigam aves infectadas (HOPPES et al., 2010; DE KLOET

etal., 2011), possibilitando que o virus também possa ser eliminado e detectado em outros
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materiais conferindo um perfil de transmissdo mais amplo (RINDER et al., 2009;
HEATLEY etal., 2012).

O periodo de incubacédo experimental variou de 20 a 60 dias apds a infeccao (dpi)
até 200 dpi o que corrobora com a observacao em algumas exposicdes naturais (GANCZ
et al., 2009; GRAY et al.,, 2010; KISTLER et al., 2010; PAYNE et al., 2011,
PIEPENBRING et al., 2012; PIEPENBRING et al., 2016; ARAUJO et al., 2017b;
ARAUJO et al., 2020). Além disso, mostraram que as vias nasais e orais ndo conseguiram
reproduzir a doenca experimentalmente em psitacideos provavelmente por caracteristicas
dos hospedeiros (HECKMANN et al.,, 2017). No entanto, ap6s a inoculacdo
intramuscular, 0 BVA se espalhou para o sistema nervoso central (SNC) e em seguida
para os ganglios periféricos, com uma propensdo a afetar os ganglios do trato
gastrointestinal, com ocorréncia tardia também em células mesenquimais e epiteliais
(ARAUJO et al., 2017b). O sucesso ao utilizar via intramuscular experimental em
psitacideos reiteram a importancia de investigar a associacdo de lesfes de tegumento e
intramusculares como porta de entrada para BVA, mas que ainda ndo ha dados suficientes
para apoiar que seja uma via de infec¢do em casos naturais (ARAUJO et al., 2017b).

O BVA ja foi identificado em psitacideos na América do norte (KISTLER et al.,
2010; VILLANUEVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2020), Europa (LIERZ et al., 2009;
RINDER et al., 2009; HEFFELS-REDMANN et al., 2011; FLUCK et al., 2019; PINTO
et al., 2019; KESSLER et al., 2020), na Asia ( SASSA et al., 2013; SA-ARDTA et al.,
2019), Oceania (SUTHERLAND et al., 2021) e na América do Sul, incluindo o Brasil
(DONATTI ET AL., 2014, ENCINAS-NAGEL et al., 2014; PHILADELPHO et al.
2014,; ARAUJO et al., 2017a; AZEVEDO et al., 2017; SILVA et al.; 2020). Além de
psitacideos, o virus pode afetar outras ordem de aves como passariformes (PERPINAN
et al., 2007; RUBBENSTROTH et al., 2013; AZEVEDO et al., 2017), charadriiformes
(RUBBENSTROTH et al., 2016), anseriformes (DELNATTE et al., 2013; GUO et al.,
2013; RUBBENSTROTH et al., 2016), piciformes (PERPINAN et al., 2007) e
falconiformes (SHIVAPRASAD, 2008).

3.2.2 Manifestacéo clinica do Bornavirus em psitacideos

Os sinais clinicos da doenca bornaviral nos psitacideos pode ser diverso (GRAY
et al., 2010; PAYNE et al., 2011; PIEPENBRING et al., 2012; PIEPENBRING et al.,
2016), geralmente sdo gastrointestinais, como estase de inglivio e proventriculo,
regurgitacdo, hiporexia a anorexia, e sementes ndo digeridas nas fezes (GANCZ et al.
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2009; VILLANUEVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2017a; PHILADELPHO et al., 2017).
Pode observar também sinais neuroldgicos, os mais comuns sdo depressdo, convulsoes,
ataxia, cegueira e incoordenacdo (BERHANE et al., 2010; RUBBENSTROTH et al.,
2016), e os que afetam as penas seria de autoarrancamento e automutilacdo (FLUCK et
al., 2019), podendo ocorrer de forma conjunta ou ndo. Pode também gerar morte subita,
por estar associado a lesdes cardiacas (ARAUJO et al., 2020). O curso da doenga natural
foi evidenciado como mais grave em aves jovens, com sinais neurolégicos dentro de 48
horas ap6s a recusa de alimento, e evolucdo até a morte em trés dias (KISTLER et al.,
2010). Mas em um estudo experimental comparativo entre calopsitas (Nymphicus
hollandicus) juvenis e adultas, a inflamagao foi menos grave ou ausente no encéfalo dos
jovens (GARTNER et al., 2020). Logo experimentalmente, hd diferentes padrbes de
DDP, de acordo com as diferentes gendtipos e caracteristicas individuais do hospedeiro
(PIEPENBRING et al., 2016). Sabe-se também que infeccdo por BVA pode ser detectada
em aves clinicamente saudaveis (DE KLOET et al., 2009; LIERZ et al., 2009; HEFFELS-
REDMANN et al., 2011; FLUCK et al., 2019). Até o0 momento sugere-se 0 parrot
bornavirus 4 (PaBV-4) como gendtipo mais patogénico, sendo responsavel por grande
parte dos quadros mais severos (GRAY et al 2010; PAYNE et al, 2011).

3.2.3 Patogenia, leses macroscépicas e histoldgicas

A patogénese da doenca ainda nao foi identificada por completo, sendo assim, a
hiptese mais aceita afirma que o virus acomete todo sistema nervoso e desencadeia
diretamente as alteracdes inflamatdrias e imunoldgicas (PIEPENBRING et al., 2012). As
aves infectadas podem desenvolver lesGes inflamatorias ndo purulentas no encéfalo,
medula espinhal, nervos principais e ganglios autonémos que se assemelham as lesbes
tipicas do Bornavirus observadas em mamiferos (HOPPES et al., 2013).

Foi verificado que apos a inoculagéo intramuscular de parrot bornavirus 2 (PaBV-
2) no musculo peitoral de calopsitas, detectou-se o virus primeiramente em macrofagos
e linfocitos no local da inoculacdo e nervos adjacentes, em seguida, atingiu o plexo
braquial, disseminado centripetalmente para o segmento toracico da medula espinhal , e
posteriormente invadiu outros segmentos espinhais e encéfalo. Apos atingir o SNC, o
PaBV-2 espalhou-se centrifugamente do SNC para os ganglios no sistema
gastrointestinal, adrenal , coracéo e rins. Em momentos finais da infec¢éo, o PaBV-2 nédo

foi detectado apenas nos nervos e ganglios, mas disseminados no musculo liso e/ou
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células epiteliais dispersas de tecidos tais como inglavio, intestinos, proventriculo, rins,
pele e vasos.

A principal leséo de infecgdo por BVA é a dilatagdo do proventriculo, no entanto
0 gendtipo PaBV-2 atinge primeiro o SNC, antes de migrar para os tecidos periféricos
(ARAUJO et al., 2017b). As lesdes ja foram encontradas em diferentes érgdos além do
SNC, como ingluvio, proventriculo, duodeno, pancreas, musculo cardiaco e esquelético,
figado, baco, pulmdes e rins, sugerindo um processo sistémico (LIERZ et al., 2009;
RINDER et al., 2009). Nesse sentido, é concebivel que a infec¢do precoce ou o status de
portador é caracterizado em detect¢ao restrita ao tecido nervoso e essa distribuicdo mais
ampla ocorre em estagios mais avancados da DDP (LIERZ et al., 2009).

Macroscopicamente, a dilatacdo do proventriculo é a lesdo mais marcante de
DDP, que pode levar em casos extremos a ruptura proventricular de parede e celomite
(ARAUJO et al. 2016). Embora a distensdo do proventriculo e suas consequéncias
clinicas sejam um fator caracteristico na DDP, em alguns estudos, a quantidade de aves
com sinais neuroldgicos foi superior (SASSA et al, 2013; PHILADELPHO et al, 2014;
FLUCK et al., 2019; SILVA et al., 2020). Deve-se analisar o empenamento geral da ave
também, pois 0 BVA pode induzir a ave a realizar autoarrancamento, de forma leve até
severa, e até mesmo lesdes na pele (FLUCK et al., 2019). Pode haver também retinite e
cegueira devido a propagacéo viral através do nervo optico (STEINMETZ et al., 2008)
e cardiomegalia ou hidropericardio (ARAUJO et al., 2020).

A DDRP ¢ caracterizada histopatologicamente por inflamacgédo nédo supurativa nos
sistemas nervosos central, periférico e autdbnomo. Infiltrados mononucleares
principalmente de linfocitos e plasmaocitos presentes nos ganglios nervoso especialmente
no plexo mioentérico do trato gastrointestinal, atingindo o proventriculo e ventriculo, mas
também esbdfago, inglavio e duodeno, bem como encefalite ndo purulenta, mielite e/ou
ganglioradiculoneurite foram relatados (BERHANE et al., 2001; HOPPES et al., 2010;
KELLER et al., 2010; KISTLER et al., 2010; OUYANG et al., 2009; PAYNE et al.,
2011b; PIEPENBRING et al., 2012; RAGHAYV et al., 2010; ARAUJO et al., 2017a).
Além disso, é possivel verificar uma a duas camadas de infiltrado linfoplasmocitario e
até histiociticos expandindo espacos de Virchow-Robin no cérebro, cerebelo, medula
espinhal e as meninges assim como infiltrados leves em nervo oOptico, plexo braquial e
nervo ciatico (ARAUJO et al., 2017a), e em estruturas cardiacas como ganglios do
ventriculo e epicardio, e cardiomidcitos (ARAUJO et al., 2017a; ARAUJO et al., 20120).



24

3.2.4 Diagnostico

A ave infectada e suas caracteristicas individuais, genotipo viral, vias de
transmissdo, periodo de incubacéo, material coletado, desenvolvimento ou néo dos sinais
clinicos parecem ser determinantes ndo apenas no curso clinico mas também na deteccéo
do virus (GANCZ et al., 2009; GRAY et al., 2010; KISTLER et al., 2010).

3.2.4.1 Métodos para detectar aves com BVA

A deteccdo de anticorpos contra 0 BVA por ensaio imunoenzimatico (ELISA)
apresentou resultados diferentes para cada uma das proteinas virais, paraa nucleoproteina
(N) do virus foram detectados na maioria das aves positivas por RT-PCR (DE KLOET et
al., 2011). No diagnostico soroldgico de infecgdo viral por BVA utilizaram em estudos
principalemnte a nucleoproteina P40 como antigeno (DE KLOET et al., 2009; OUYANG
et al., 2009; DE KLOET et al., 2011). E os anticorpos para proteina matriz (M) e
fosfoproteina (P) tiveram resultados mais variaveis (DE KLOET et al., 2011). O western
blotting pode representar um método para detec¢cdo de anticorpos para BVA, mas esse
método ndo deve ser utilizado isolado, pois evidenciaram aves doentes soronegativas
assim com saudaveis sem DDP mas soropositivas (VILLANUEVA et al., 2010). Estudos
sugerem que aves que apresentam o RNA viral e altos titulos de anticorpos tém maior
risco de desenvolver o quadro clinico da enfermidade (HEFFELS-REDMANN et al.,
2012).

Amostras de 6rgdos, sangue e suabe de cloaca e faringe, podem ser utilizado para
o cultivo celular e em seguida a identificagdo molecular do virus (RUBBENSTROTH et
al., 2012). No entanto, a deteccao parece ser menos sensivel a partir de amostras de sangue
em comparacdo com os suabes (DE KLOET et al., 2009; GANCZ et al., 2009; LIERZ et
al., 2009; DE KLOET et al., 2011). O isolamento de virus é um método trabalhoso e
demorado, sendo pouco usado no diagnostico de rotina, mas deve ser considerado uma
ferramenta util de diagnostico e triagem, particularmente para a deteccdo de novos
gendtipos (RUBBENSTROTH et al., 2012).

Atualmente é possivel a deteccdo deste virus por RT-PCR (HONKAVUORI et
al., 2008; KISTLER et al., 2008; RUBBENSTROTH et al., 2013), podendo utilizar
amostras de sangue e suabes de cloaca, de coana, de traqueia, além de urina e penas
(GANCZ et al., 2009; LIERZ et al., 2009; RINDER et al., 2009; RAGHAYV et al., 2010;
DE KLOET et al.,, 2011; HEATHEY et al., 2012; SASSA et al., 2013; ENCINAS-
NAGEL et al., 2014; PHILADELPHO et al., 2014; ARAUJO et al, 2017b). As amostras
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de sangue ndo sdo confiaveis para a deteccao devido as fases de viremia (GANCZ et al.,
2009; DE KLOET etal., 2011; TIZARD et al., 2013), assim como para suabe cloacal e/ou
fezes, sendo sugerido diversas coletas efetuadas em diferentes momentos devido a
eliminacdo intermitante, que poderia assim reduzir resultados falsos negativos (LIERZ et
al., 2009; RAGHAV et al., 2010; PAYNE et al., 2011). Esses ensaios de RT-PCR foram
desenvolvidos para a deteccdo do RNA do Bornavirus aviario, e possuem alta
especificidade e sensibilidade (HONKAVUORI et al., 2008; DELNATTE et al., 2014;
GUO et al.,, 2014), sendo atualmente o método mais sensivel para diagnostico
(HONKAVUORI et al., 2008; RAGHAV et al., 2010). H& também o método de
amplificacdo isotérmica mediada por loop com transcriptase reversa (RT-LAMP), que
detecta somente 0 RNA do parrot bornavirus 4 (PaBV 4), porém de Vvérios tipos de
amostra, como células de cultura, fezes e tecidos, sendo importante para 0 monitoramento
deste gendtipo (KOMORIZONO, 2019). A infeccdo por BVA, provalmente precede a
manifestacdo clinica da doenca, o que explicaria inclusive a detec¢do do virus em aves
sem sinais clinicos (KISTLER et al., 2010).

3.2.4.2 Métodos para detectar aves doentes devido a infeccéo por BVA

Durante muitos anos a biopsia foi utilizada como método definitivo para
diagnostico de DDP em aves vivas, afim de visualizar as lesGes caracteristicas de
infiltracdo linfoplasmocitaria nos nervos do sistema nervoso autbnomo e ganglios
nervosos em diferentes locais do trato digestério (BERHANE et al. 2001). Entretanto,
este procedimento € invasivo, potencialmente fatal e, de dificil realizacdo. A bidpsia do
proventriculo ndo é recomendada devido a espessura da parede gastrica e a presenca de
acido cloridrico. A bidpsia do ventriculo é possivel, mas exige celiotomia com maior risco
de dano a motilidade intestinal. Por outro lado, a bidpsia de ingluvio representa menor
risco para a ave, no entanto, apresenta baixa sensibilidade, pois a ave pode nao apresentar
lesbes na amostra coletada e desenvolver quadros clinicos de DDP (GREGORY et al.,
1996; LIERZ et al., 2009; BERHANE et al., 2011; SCHMIDT 2015).

Radiografia comum, de contraste e fluoroscopia podem ser usados como técnicas
complementares. O proventriculo quando acometido, é frequentemente e severamente
dilatado, preenchendo o lado esquerdo da cavidade celébmica, assim como o ventriculo e
os intestinos tambeém podem estar dilatados (HOPPES et al., 2020). Os parametros
laboratoriais sdo frequentemente normais, embora possa haver uma elevacgéo da creatina

fosfoquinase, anemia leve e hiperproteinemia (HOPPES et al., 2020).
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O diagnostico de DDP é geralmente post mortem e realizado por identificacdo
histologica da inflamagao linfoplasmocitaria no SNC e nos ganglios e nervos do trato
gastrointestinal em conjunto com a detec¢do imuno-histoquimica (IHQ) e/ou molecular
do BVA (GRAY et al., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; DONATTI et al., 2014;
ENCINAS-NAGEL et al., 2014; ARAUJO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017a; SILVA
et al., 2020). A imuno-histoquimica pode ser realizada usando um anticorpo policlonal
que visa uma regido especifica da proteina N do virus. Em aves com suspeita de DDP,
orgaos como inglavio, proventriculo, ventriculo, coracdo, intestinos e glandulas adrenais,
além do SNC e nervos devem ser coletados para exame histopatologico (OUYANG et
al., 2009; GRAY et al., 2010; ARAUJO et al., 2016; ARAUJO et al., 2017a). A detecgéo
do RNA por RT-PCR em 6rgdos coletados também é possivel (DELNATTE et al., 2013;
DONATTI et al., 2014; ENCINAS-NAGEL et al., 2014; SILVA et al., 2020), sendo
identificado em um estudo maior frequéncia de deteccdo em proventriculo (100%), rim
(71%), colon (50%), cérebro e cerebelo (43%) (DELNATTE et al., 2013). Raghav e
colaboradores (2010) estudaram a associacdo de exame histopatoldgico, IHQ e RT-PCR
para diagnostico de DDP, resultando em um alto nivel de concordancia entre esses
métodos.

A DDP deve ser sempre considerada em casos de dilatacdo proventricular em
psitacideos, no entanto, impactacdo gastrica, micobacteriose gastrica, megabacteriose,
corpos estranhos, proventriculite fingica ou bacteriana e toxicose por chumbo podem
também causar esta dilatacdo e deve ser considerado como diagndstico diferencial
(RINDER et al., 2009; SCHMIDT et al., 2015; HOPES et al., 2020). O BVA também
pode causar uma doenca neurologica primaria e BVA deve ser considerado como um
importante diagndstico, com ou sem sinais gastrointestinais (SASSA et al., 2013;
PHILADELPHO etal., 2014; ARAUJO et al., 2017a; FLUCK et al., 2019; SILVA et al.,
2020).

O mau empenamento e/ou autoarrancamento deve também ser uma diagnostico
diferencial para BVA, pois foi demonstrado uma possivel correlacdo com o
comportamento de danificar as penas e a presenca de anticorpos anti-BVA, além da
possibilidade da deteccdo do virus na pena (DE KLOET et al., 2011; FLUCK et al., 2019).
O BVA pode tamvém estar envolvido no desenvolvimento de doencas cardiacas nos
psitacideos. A DDP deve ser descrita como diagnostico diferencial em casos de morte
stbita com infiltragdo linfoplasmocitaria cardiaca na histopatologia (BEHARNE et al.,
2001; PAYNE et al., 2011; ARAUJO et al., 2020).
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3.2.5 Tratamento e Controle

O progndstico para uma ave afetada clinicamente com esta enfermidade é
desfavoravel e ndo ha tratamento especifico efetivo. Deste modo, utiliza-se uma terapia
de suporte com alimentacdo assistida, incluindo remocdo da ingesta estagnada,
alimentacdo com alta digestibilidade, liquida ou pastosa, suplementagdo vitaminica,
controle e tratamento de infeccGes oportunistas, aumentando assim a sobrevida da ave
(RITCHIE, 2004). Alguns protocolos sem comprovacdo cientifica tém sido aplicados
com a utilizacdo de tratamentos antivirais associados com anti-inflamatorios e
imunomediadores além dos cuidados de suporte basicos (STEINMETZ et al., 2008;
HOPPES et al., 2013).

A falha nos tratamento atuais, a severidade e emergéncia da doenca, resultaram
na sugestdo de uma possivel imunizacdo das aves silvestres cativas, principalmente
psitacideos, contra BVA. Como medida para evitar a infec¢do pelo virus, o uso de vacinas
com vetor viral vivo (RUNGE e tal., 2017) e com recombinantes sobre as vacinas dos
Virus da doenca de Newcastle (DNC) e da Vaccinia Ankara Modificado (MVA)
(OLBERT et al., 2016) ambos expressando as nucleoproteinas (N) e fosfoproteinas (P)
para o genotipo parrot bornavirus 4 (PaBV-4) do BVA foi testada. Através da estratégida
de refor¢o apds a vacinacdo inicial evidenciaram que as aves vacinadas tiveram redugdo
na carga viral e na eliminacdo, e também com progressdo da doenca mais demorada, no
entanto, ainda desenvolveram sinais clinicos de DDP (OLBERT et al., 2016; RUNGE et
al., 2017). Semelhantes resultados sugeriram também que a vacinacdo pode nao exacerbar
a infeccdo, mas ndo reduz a persisténcia viral (HAMEED et al., 2018). Os resultados
refletem a complexa patogénese da DDP (HOPPES et al., 2020). Em estudo experimental,
as aves apresentaram resposta mais exacerbada com les6es histopatolégicas mais graves,
apos a inoculacdo com estirpe diferente de mesmo gendtipo, sugerindo que pode ocorrer
resposta autoimune decorrente de uma exposicao prévia (PAYNE et al., 2011).

Na falta de tratamentos e vacinas eficazes, o controle deve ser feito
ambientalmente e no diagndstico precoce. O BVA é fragil devido a sua natureza genética,
e por isto pode ser facilmente destruido com produtos com propriedades detergentes ou
alvejante diluido, além de inativado por luz ultravioleta (KRANZ et al., 2015). Algumas
recomendacdes para controle do BVA entre as aves em cativeiros sdo: boa higiene e
alojamento das aves ao ar livre quando for possivel termicamente; evitar a superlotacdo

e isolamento de todas as aves recém-chegadas; doentes ou positivas com separagdo das
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demais; aves novas ao adentrarem em uma populacdo devem ser testadas com métodos
conjuntos, como sorologia e molecular, devendo haver pelo menos trés testes negativos
em intervalos de quatro a seis semanas; filhotes de aves infectadas devem ser mantidos
separados de outras aves e monitorados para o desenvolvimento da doenca; aves
saudaveis com teste positivo, seja por RT-PCR ou sorologia ndo devem ser sacrificado
pois ndo significa que ira ficar clinicamente doente com DDP (HOPPES et al., 2020).
Além disso, em populagdes de aves ndo reprodutoras, a separacdo de aves infectadas ja
podera ser suficiente para a preven¢do de nova transmissdo do virus entre as aves, mas
ndo exclui a sugestdo de ndo realizar a reproducdo de aves infectadas (HEFFELS-
REDMANN et al., 2012).
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4 Bornavirus em psitacideos mantidos em cativeiro no estado de Santa Catarina,
Brasil: caracterizacdo molecular e epidemiolédgica
Bornaviruses in captivity psittacines in the state of Santa Catarina, Brazil: molecular
and epidemiological characterization.

RESUMO

O Bornavirus aviario (BVA) ¢ o causador da doenca da dilatacdo proventricular (DDP),
emergente e frequentemente fatal em psitacideos. Possui distribuicdo mundial, mas no
Brasil ha poucos dados sobre sua abrangéncia. Objetiva-se determinar a prevaléncia e 0s
fatores associados a infeccdo por BVA em psitacideos mantidos em cativeiro no estado
de Santa Catarina. Realizou-se um estudo transversal com 192 aves de dois cativeiros (A
e B), utilizando suabe da coana, do es6fago, da cloaca e coleta de pena totalizando 768
amostras submetidos a transcri¢do reversa e reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
utilizando como gene alvo a proteina matriz (M) com produto final de 350 pares de base
(pb). Dados foram coletados, como espécie, género, idade, escore corporal, qualidade das
penas e histdrico, analisados atraves de estatistica descritiva e por regressdo logistica. A
prevaléncia total foi de 35,9% (69/192), no criatério A de 40,4% (42/104) e no criatério
B de 30,7% (27/88). O suabe de coana apresentou positividade de 58,0% (40/69), cloaca
50,7% (35/69), esdfago 43,5% (30/69) e pena 21,7% (15/69) com aves positivas em mais
de uma amostra. Foram amostrados 29 espécies de psitacideos, sendo a maioria nativa,
49,0% (94/192) das espécies ameacadas de extincdo e 58,0% (40/69) destas estavam
infectadas. As trés espécies mais afetadas foram Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva),
Pagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) e Tiriba-da-testa-vermelha (Pyrrhura
frontalis). Dos dados epidemioldgicos analisados, nenhum apresentou relacdo com a
infeccdo por BVA. Nos psitacideos positivos, 88,4% (61/69) estavam saudaveis e 8,7%
(6/69) apresentavam alteraces clinico-comportamentais. Ocorreu 15,9% (11/69) de
obitos dentre os positivos e 2,9% (2/69) morreram com lesdes sugestivas de DDP. A
utilizacdo de amostras conjuntas foi eficaz para o diagnostico clinico de BVA e
determinou uma prevaléncia elevada em psitacideos mantidos em cativeiro no estado,
com maior abrangéncia no criatério comercial, em espécies do género Amazona,

assintomaticos e oriundos de translocacéo por doacéo.

Palavras-chave: Doenca da dilatacdo proventricular. Bornavirose. Doenca emergente.

Virus RNA. Psittaciform orthobornavirus.



30

ABSTRACT

Avian bornavirus (ABV) is the cause of the of proventricular dilatation disease (PDD),
emerging and often fatal in psittacines. It has worldwide distribution, but in Brazil there
is little data on its dissemination. The objective is to determine the prevalence and factors
associated with ABV infection in captive psittacines in the state of Santa Catarina. A
cross-sectional study was carried out with 192 birds from two captive psittacine breeding
facility (A and B), using choana, esophagus and cloaca swab, and feather collection
totaling 768 samples for reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR)
using as gene targeting the protein (M) with a final product of 350 base pairs. Data were
collected, such as species, gender, age, body score, quality of feathers and history when
available. The total prevalence was 35.9% (69/192), in captive A 40.4% (42/104) and in
captive B 30.7% (27/88). The choana swab showed positivity of 58.0% (40/69), cloaca
50.7% (35/69), esophagus 43.5% (30/69) and feather 21.7% (15/69) with positive birds
in more than one sample. Among the 29 species of psittacines sampled, the majority were
native, with 49.0% (94/192) of endangered species and 58.0% (40/69) of these were
infected. The three most affected species were Blue-fronted Amazon parrot (Amazona
aestiva), Vinaceous-breasted Amazon parrot (Amazona vinacea) and Reddish-bellied
conure (Pyrrhura frontalis). Of the epidemiological data analyzed, none was related to
BVA infection. In the positive psittacines, 88.4% (61/69) were healthy and 8.7% (6/69)
had clinical and behavioral diseases. There was 15.9% (11/69) of deaths among the
positive and 2.9% (2/69) died with lesions suggestive of PDD. The use of sets samples
was effective for the clinical diagnosis of ABV and determined a high prevalence in
captive psittacines in the state, with greater scope in commercial captive, in species of the

genus Amazona, asymptomatic and from translocation by donation.

Keywords: Proventricular dilation disease. Bornavirose. Emerging disease. Virus RNA.

Psittaciform orthobornavirus.
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4.1 INTRODUCAO

A doencga da dilatacéo proventricular (DDP) que acomete psitacideos é causada pelo
Bornavirus aviario (BVA), sendo esta etiologia descoberta somente em 2008 por dois
grupos de pesquisa provenientes da América do Norte e da Asia (KISTLER et al., 2008;
HONKAVUORI et al., 2008). Na taxonomia atual, existem 15 BVAs geneticamente
diversos compreendendo seis espécies virais distintas. As duas espécies conhecidas por
causar DDP em psitacideos, sdo Psittaciform orthobornavirus (PaBV) 1 e 2 que incluem
0s genotipos de 1 a5 e 7 (AMARASINGHE et al., 2018).

DDP ¢é uma doenca neuroldgica e gastrointestinal progressiva, geralmente fatal
(HOPPES et al., 2010; BERHANE et al., 2010; PIEPENBRING et al., 2012;
RUBBENSTROTH et al., 2016). O desenvolvimento da doenca também € variavel,
podendo gerar morte aguda a progressdo lenta da doenca clinica, e nem todas as aves
infectadas desenvolvem doenca clinica (HEFFELS-REDMANN et al., 2011; HEFFELS-
REDMANN et al., 2012; PIEPENBRING et al., 2016). Logo, aves clinicamente
saudaveis também podem albergar o virus (DE KLOET, et al., 2009; LIERZ et al., 2009;
RAGHAV etal., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; HEFFELS-REDMANN et al., 2011;
FLUCK etal., 2019).

Essa enfermidade é diagnosticada comumente apds a morte por identificacdo do
infiltrado linfoplasmocitario em encéfalo, ganglios e nervos do sistema digestorio,
cardiaco e enddcrino, associado a imunomarcacdo por imuno-histoquimica (IHQ) e/ou
deteccdo molecular por RT-PCR (GRAY et al., 2010; VILLANUEVA et al., 2010;
DONATTI etal., 2014; ENCINAS-NAGEL etal., 2014; ARAUJO et al., 2016; ARAUJO
etal., 2017a; SILVA et al., 2020). A transmissédo do BVA néo é totalmente compreendida,
mas sabe-se que a infec¢do por BVA precede o desenvolvimento de DDP (KISTLER et
al., 2010), e que o virus pode ser encontrado nas fezes e urina de aves (LIERZ et al., 2009;
RINDER et al., 2009; VILLANUEVA et al., 2010; HEATLEY et al., 2012; ENCINAS-
NAGEL etal., 2014). A DDP tem distribuicdo mundial, sendo identificado em psitacideos
na América do Norte (KISTLER et al., 2010; VILLANUEVA et al., 2010; ARAUJO et
al., 2020), Europa (LIERZ et al., 2009; RINDER et al., 2009; HEFFELS-REDMANN et
al., 2011; FLUCK et al., 2019; PINTO et al., 2019; KESSLER et al., 2020), na Asia (
SASSA etal., 2013; SA-ARDTA etal., 2019) e América do Sul (VILLANUEVA et al.,
2009). No Brasil ha relatos em Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Santa Catarina
(DONATTI et al., 2014; ENCINAS-NAGEL et al., 2014; PHILADELPHO et al., 2014;
ARAUJO et al., 2017a; SILVA et al., 2020). O Unico relato de DDP em Santa Catarina
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ocorreu em 2016, com Obito de trés araras-canindé (Ara ararauna) cativas com
diagndstico post mortem com confirmacéao pelo exame de IHQ (ARAUJO et al., 2017a).

O BVA ¢ considerado uma ameaca importante para psitacideos mantidos em
cativeiro e possivelmente para aves de vida livre (ZIMMERMANN et al., 2014). Medidas
de biosseguridade e testes regulares de triagem para patdgenos de psitacideos sdo
recomendados para cativeiros, afim de evitar disseminacdo de patégenos entre aves
cativas e de vida livre (KESSLER et al., 2020). Bornavirus aviario ja foi detectado em
alguns estados no Brasil, no entanto dados sobre sua distribuicdo e prelavéncias em
psitacideos mantidos em cativeiro sdo escassos em todo pais. Portanto,este estudo tem
como objetivo determinar a prevaléncia e qual via coletada possuird maior positividade,
assim como os fatores associados a infeccdo por Bornavirus aviario em psitacideos

cativos no estado de Santa Catarina.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 POPULACAO DE PSITACIDEOS UTILIZADOS NO ESTUDO

O tamanho amostral foi estipulado utilizando Software R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria (Package EpiCalc) (THRUSFIELD, 2004),
através da formula n = ZxZ[P(1-P)] D? de amostragem aleatéria simples para
populagdes infinitas, aonde Z se refere ao multiplicador (1,645) obtido por meio do
intervalo de confianca desejado (99%), com base na distribuicdo normal, sendo P a
prevaléncia esperada de 50% e D o erro maximo aceitavel na estimativa (0,10). Através
da forma randdémica e sistematica, foi definido que o ndmero minimo de animais
amostrados seria de 166.

Para este estudo transversal foram realizadas coletas de 192 aves de dois criatorios
(A e B) que continham psitacideos em cativeiro no estado de Santa Catarina. O criatério
A é Comercial e 0 B € um Jardim Zoolo6gico, ambos de acordo com a Instrugcdo Normativa
n°07/2015 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA). Foram coletadas amostras de psitacideos sem distin¢cdo de espécie, género,
porte, idade ou histdrico.
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4.2.2 AUTORIZACOES PARA O ESTUDO

Este trabalho obteve aprovagdo para realizacdo de atividades com finalidade
cientifica de numero 69012-1 através do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIOQ), pertencente ao Ministério do Meio Ambiente (MMA) e também pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da instituicio protocolado sob o nimero
7336060819. Além disso, o termo de consentimento livre e esclarecido foi assinado
responsavel de cada criatério (APENDICE 2).

423 COLHEITA DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os dados das aves foram obtidos por um questionario contendo informacdes sobre
cativeiro, espécie, género, faixa etaria, escore corporal, empenamento e histérico clinico
quando houvesse (APENDICE 1). A classificacdo do género foi fémea, macho e
indefinido além da respectiva espécie por meio da identificacdo fornecida pelo
responsavel. Para a idade utilizou-se as classificacdes de faixas etarias em filhote, com o
tempo de vida contido no periodo até empenamento total, juvenil até a primeira troca de
penas e adultos com mais de uma troca de penas, sendo também informado pelo
responsavel da populacdo de psitacideos. A classificacdo da qualidade de penas foi
realizada pela avaliacdo visual da quantidade, qualidade e uniformidade estipulando
assim em estado ruim, regular e bom. O escore corporal foi definido pela palpacdo da
regido peitoral da ave obtendo a classificacdo de 0 a 3, utilizando o sistema de graduacao
segundo Gregory e Robins et al. (1998) sendo o escore 0 corresponde ao 0sso da quilha
saliente e contorno deprimido dos musculos peitorais, escore 1 corresponde ao 0SSO
proeminente da quilha com musculos peitorais mal desenvolvidos, escore 2 corresponde
ao 0sso da quilha menos proeminente e com masculos peitorais moderados e escore 3
com musculos peitorais exacerbados que proporcionam contorno suave na quilha. Foi
realizado a juncdo entre este escore corporal com a condicdo clinica da ave, sendo
estipulado que o escore 0 — Caquético, escore 1 — Magro, escore 2 — Regular e escore 3
— Gordo. Além disso, as aves coletadas positivas, foram abordados questionamentos ao
responsaveis pela populcdo sobre a evolucdo da enfermidade ou nédo, e para as que
morreram quais as principais alteracbes macroscopicas descritas pelo médico veterinario

da populacéo de psitacideos, se tinham relagdo ou ndo com o desenvolvimento da DDP.
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424 COLHEITA DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas no segundo semestre de 2019 com obtencdo de
amostras clinicas por meio de de suabe da coana, es6fago e cloaca juntamente com coleta
de penas, sendo quatro coletas por ave, totalizando 768 amostras. No criatorio A, foram
coletadas 104 aves (104/192) no més de setembro e no criatorio B foram coletas 88 aves
(88/192) no més de agosto. Para 0 momento da coleta, as aves eram capturadas
manualmente com auxilio de toalhas e luvas de raspo em aves de pequeno e médio porte,
e com pucas e luva de raspo em aves de grande porte, manejadas tanto em gaiolas como
em recintos, afim de serem contidas fisicamente. As coletas de penas foram realizadas
nas regido peitoral pela retirada manual e para as coletas da cavidade oral utilizou-se um
abridor de bico de aco inoxidavel que permitiu a abertura de forma segura. Para a coleta
das secrec¢des orais e urofecais utilizou-se suabe, sendo o diametro do suabe proporcional
ao tamanho de cada ave. O suabe para as aves de porte médio e grande foi o de haste de
plastico de 150mm com 15mm de didmetro, e para aves de porte pequeno foi o de haste
de aluminio de 147mm com 0,70mm didmetro, ambos estéreis. No momento de uso do
suabe, ele era inserido suavemente na regiao estipulada, realizando movimentos rotatorios
em contato com a mucosa e coletados de forma individual. Os suabes e as penas coletados
eram imersos em 0,7 ml de tampdo-fosfato salino (PBS) estéril refrigerados contidos em
tubos de 2 mL por até 12 horas e ap6s armazenados em freezer a -80°C.

4.2.5 DETECCAO MOLECULAR DE BORNAVIRUS

4.25.1 EXTRACAO DE RNA

Os protocolos moleculares foram realizados no Laboratério de Bioguimica de
Hemoparasitas e Vetores da UDESC-CAV em Lages — Santa Catarina. A extracdo do
RNA do Bornavirus foi realizado de acordo com Silva (2017), utilizando o protocolo com
acido-guanidinio-fenol (Trizol®, Invitrogen, CA), com modificacbes. Os materiais
utilizados foram o cdlamo da pena, além de secrecdes e excre¢des urofecal, coanal e de
esdfago contidas no suabe, sendo que todas foram processadas de forma individual. Antes
de iniciar a extragdo, as amostras eram retiradas do freezer -80°C e descongeladas
naturalmente em gelo, e mantindas no gelo durante todo processamento molecular, e 0s
tubos utilizados eram previamente tratados com dicarbonato de dietila (DEPC) e
autoclavados, além do uso de ponteiras com filtro, objetivando materiais livres de

RNAses. Para as penas, o calamo era separado com bisturi n°11 esterilizado, depois
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cortado em partes menores e colocado em tubos contendo 100 pL de Trizol® gelado
realizando a homogeneizagdo mecanica. As amostras de coana, eséfago e cloaca, o suabe
era removido apds descongelamento e inserido em tubos contendo 100uL de Trizol®
gelado com homogeneizagdo em vortex para liberar o virus em suspensdo dos materiais
coletados que ficaram aderidos ao suabe seguido da remocdo do mesmo. Apds, em todas
as amotras, realizou-se a incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos, depois
acrescentado 20pL de cloroférmio gelado, homogeneizado em vortex por 15 segundos e
centrifugado a 12.000g durante 15 minutos a 4°C.

Transferia-se entdo a camada aquosa formada para um novo tubo de 1,5 mL com
adicéo de 1pl de glicogénio (10mg/ml), para facilitar a visualizagéo do pellet devido a ser
co-precipitado com RNA mas néo interferir na aplicacdo subsequente de 50uL de
isopropanol gelado. A amostra foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente,
seguido de centrifugacdo a 12.000g durante 10 minutos a 4°C. Apds, o sobrenadamente
foi descartado e com o pellet formado ao fundo realizava-se lavagem com 100uL de
etanol 70% gelado, homogeneizado em vortex seguido de centrifugacdo a 7.500g por 5
minutos a 4°C, realizando esta etapa por trés vezes consecutivas. Descartado o
sobredanente, o pellet foi seco durante 15 minutos a vacuo em temperatura ambiente.

Pra solubilizacdo do RNA extraido, foram acrescentados 5uL de agua ultra pura
tratada com DEPEC autoclavada e aquecida, incubado por 15 minutos em banho seco a
55°C. Afim de purificar a amostra, realizou-se tratamento com DNAse | (Thermo
Scientific™, EUA) acrescidos 0,5puL do préoprio tampdo 10Xe 0,1pL de DNAse
incubados por 60 minutos em 37°C, seguido da adicdo de 50mM EDTA 0,5ul com
inbucagdo por 10 minutos em 65°C para inativagdo enzimatica. Para finalizar, foi
determinado a concentracdo e pureza do RNA extraido de cada amostra através do
NanoDrop™ (Thermo Scientific™, EUA) por espectrofotometria. O RNA de algumas
amostras inicialmente analisadas apresentaram uma boa integridade conforme
demonstrado pela corrida em gel de agarose dos produtos extraidos, definindo uma

padronizacdo do protocolo para prosseguir com as seguintes etapas.
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4.2.5.2 RT-PCR DE BORNAVIRUS AVIARIO

Para a deteccdo molecular foi utilizado como alvo o gene que codifica a proteina
matriz (M), sendo denominados como ABVMF (5’-GGTAATTGTTCCTGGATGG-3”)
e ABVMR (5’-ACACCAATGTTCCGAAGACG-3") com produto final de 350 pares de
base (pb) de acordo com GUO et al. (2014) com modificacbes. Estes oligonucleotideos
especificos para Bornavirus aviario foram utilizados em todo o processo de transcri¢ao
reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

O RNA extraido foi transcrito reversamente com a enzima transcriptase reversa
do virus da leucemia murina de moloney (M-MLV-RT) (Promega, EUA) com utilizagéo
de 0,5-1ug de cada amostra conforme protocolo com modificagdes. Foi adicionado 0,1jug
de cada oligonucleotideo especifico (ABVMF e ABVMR) e agua ultra pura tratada com
DEPEC autoclavada para reacdo final de 2uL. Homogeneizados delicadamente e depois
foram incubados por 5 minutos a 70°C seguido de choque térmico imediato em gelo
durante 5 minutos. Foram acrescidos 0s demais componentes da reacéo, sendo 0,65uL de
tamp&o 5X Promega, 0,15 pL de DNTP 10mM, 0,125 pL de M-MLV e 0,7 pL de &gua
ultra pura DEPEC autoclava e incubado por 60 minutos a 42°C, sendo armazenadas ao
final em -20°C.

Na reacdo seguida de PCR, utilizou-se 2uL de cDNA como padrédo com 1pL de
tampé&o de reacdo verde 5X, 0,4 uL de MgCl, 100mM, 0,2 pL de DNTP mix 10mM,
0,5uL de cada primer ABVMF e ABVMR, 0,05 pL de Taq (GoTag® - Promega, EUA),
4,95uL de agua ultra pura DEPEC autoclavada. Em amostras de penas, adicionava-se
15ug de albumina sérica bovina (10mg/ml) na reacdo. As condi¢des do termociclador
utilizadas foram 95°C por 2 minutos, 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 57°C por 20
segundos e 72°C por 2 minutos, com uma temperatura de extensédo final de 72°C por 5
minutos. Em todas as reacgdes foi utilizado o controle positivo, adquirido do tecido
encefalico de uma ave psitacidea decorrente de um surto (ARAUJO et al., 2017a) e 0
controle negativo, &gua DEPC autoclava. A eletroforese ocorreu em gel de agarose 1%,
a 90V por 50 minutos em tampédo TAE 1X (tampéo Tris-Acetato-EDTA).
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4.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados obtidos e compilados foi realizada pela estatistica descritiva
e inferencial utilizando o Software Excel® (2019). Determinou-se a quantidade de aves
positivas de acordo com o tipo de cativeiro, de amostra, espécie e porte da ave, género,
idade, escore corporal e empenamento considerando o nimero total de amostras testadas
e expressos em porcentagem. A eficiéncia do tipos de amostras utilizados (suabe de
coana, esbfago e cloaca, e pena) para o diagnéstico molecular foi avaliado pelo método
de Kappa Cohen, que determina o indice de concordancia entre as quatro diferente
amostras, sendo determinado que a amostra de cloaca seria a padrdo ouro para
comparativo devido seu pioneirismo como amostra de diagndstico por suabe (RINDER
etal., 2009). A concordancia é classificada em: <0 = nenhuma concordancia; valores entre
0 - 0,19 = baixa concordancia; valores entre 0,20 — 0,39 = regular concordancia; valores
entre 0,40 — 0,59 = moderada concordancia; valores entre 0,60 — 0,79 = substancial
concordancia; valores entre 0,80 — 1,00 = alta concordancia.

Foi construido um modelo estatistico para testar a hipotese de associagdo entre a
infeccdo por Bornavirus aviario e informacdes especificas do hospedeiro. Foram
analisadas como variaveis univariadas o habitat, a idade, qualidade das penas, a origem
das aves e estado corporal. Todos os fatores foram testados para a colinearidade e
nenhuma correlagdo foi encontrada. As variaveis independentes foram submetidas ao
teste de qui-quadrado, p<0,05 foram considerados com associacdo estatistica
significativa. As variaveis com grandes quantidades de dados em falta (>10%) e
variabilidade limitada (< 20%) ndo foram incluidas na analise. Além disso a variavel
especie nao foi avaliada devido ao tamanho amostral muito heterogéneo dentro de cada
grupo de espécie. O software estatistico utilizado foi o IBM® SPSS® Statistics, versdo
25.
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4.3 RESULTADOS

A prevaléncia total para Bornavirus aviario em psitacideos mantidos em cativeiro
foi de 35,9% (69/192). No Criadouro comercial (criatorio A) a ocorréncia foi de 40,4%
(42/104) com aves amostradas habitando gaiolas, comumente com mais de uma ave, e
no Jardim Zooldgico (criatério B) de 30,7% (27/88) habitavam em recintos
compartilhados com diferentes espécies de aves. A distribuicdo de aves positivas dentro

de cada variavel pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise descritiva de psitacideos mantidos em cativeiro com infecgdo por

Bornavirus aviario (BVA), de acordo com cada variavel.

Ndmero de Prevaléncia Ndmero de aves

Variaveis Grupos aves por de BVA (%) positivas (%0)
grupo (%) n=192 n=69
n=192
Tipo de cativeiro  Jardim Zooldgico 88 (45,8 27 (14,1) 27 (39,1)
Criadouro comercial 104 (54,) 42 (21,9) 42 (60,9)
Porte da ave Pequeno 50 (26,0) 17 (8,8) 17 (24,6)
Médio 104 (54,2) 43 (22,4) 43 (62,3)
Grande 38 (19,8) 9 (4,7 9 (13)
Género Fémea 19 (9,9) 7 (3,6) 7(10,1)
Macho 12 (6,2) 4(2,1) 4 (5,8)
Indefinido 161 (83,8) 58 (30,2) 58 (84)
Idade Filhote 14 (7,3) 7 (3,6) 7 (10,1)
Juvenil 9 (4,69) 5(2,6) 5(7,2)
Adulto 169 (88) 57 (29,7) 57 (82,6)
Escore corporal 0 1(0,5) 1(0,5) 1(1,4)
1 44 (22,9) 16 (8,3) 16 (23,2)
2 130 (67,7) 49 (25,5) 49 (71)
3 17 (8,8) 3(1,6) 34,3
Empenamento Ruim 30 (15.6) 13 (6,8) 13 (18,8)
Regular 53 (27,6) 18 (9,4) 18 (26,1)
Bom 109 (56,8) 38(19,8) 38 (55,1)

Escore corporal: 0 — Caquético, 1 — Magro, 2 — Regular e 3 — Gordo. Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Quanto a origem 24 espécies eram nativas do Brasil (82,75%) e cinco eram
exoticas (17,24%). Na tabela 2 verifica-se as espécies amostradas e as que foram
acometidas por BVA e na Tabela 3 a origem dos psitacideos positivos.

Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias e caracteristicas das espécies de psitacideos

mantidos em cativeiro do estudo de prevaléncia para Bornavirus aviario (BVA).

Nome popular Nome cientifico Local Porte da Classificacéo N°. de N°. de
ave IUCN aves positivas (%)

Arara-azul-grande  Anodorhynchus B Grande VU 4 0 (0/4)
hyacinthinus

Araracanga Ara macao B Grande LC 3 33,3 (1/3)

Arara-canindé Ara ararauna B Grande LC 7 14,2 (1/7)

Arara-vermelha Ara chloropterus B Grande LC 3 0 (0/3)

Ararajuba Guaruba guarouba B Médio VU 4 100 (4/4)

Aratinga mitrata Psittacara mitratus B Médio LC 3 0 (0/3)

Cuiu-cuit Pionopsitta pileata B Pequeno LC 6 16,6 (1/6)

Eclectus Eclectus polychloros B Médio LC 3 0 (0/3)

Jandaia- Aratinga jandaya B Médio LC 1 0 (0/1)

verdadeira

Ldris arco-iris Trichoglossus B Pequeno LC 2 50 (1/2)
haematodus

Loris bailarino Lorius lory B Médio LC 2 50 (1/2)

Maitaca-de- Pionus menstruus B Pequeno LC 6 16,6 (1/6)

cabeca-azul

Maitaca-verde Pionus maximiliani AeB Pequeno LC 9 33,3 (3/9)

Maracand-de-colar  Primolius auricollis B Grande LC 1 0 (0/1)

Maracana- Primolius maracana AeB Grande NT 14 42,8 (6/14)

verdadeira

Marianinha-da- Pionites B Pequeno LC 1 0 (0/1)

cabeca-preta melanocephalus

Papa-cacau Amazona festiva B Médio NT 1 100 (1/1)

Papagaio-charao Amazona pretrei B Médio VU 1 0 (0/1)

Papagaio-chaua Amazona B Médio VU 2 100 (2/2)
rhodocorytha

Papagaio-de-peito-  Amazona vinacea AeB Médio EN 21 42,8 (9/21)

roxo

Papagaio-do- Amazona amazonica A Médio LC 10 10 (2/10)

mangue

Papagaio-moleiro ~ Amazona farinosa A Médio NT 2 100 (2/2)

Papagaio- Amazona aestiva AeB Médio NT 44 36,36 (16/44)

verdadeiro

Periquitéo- Psittacara AeB Médio LC 9 77 (7/9)

maracana leucophtalmus

Periquito-verde Brotogeris tirica AeB Pequeno LC 9 44,4 (4/9)

Periquito-rei Eupsittula aurea B Pequeno LC 4 25 (1/4)

Ring neck Psittacula krameri B Grande LC 4 25 (1/4)

Tiriba-da-testa- Pyrrhura frontalis AeB Pequeno LC 12 58,3 (7/12)

vermelha

Tiriba-de-barriga- Pyrrhura perlata B Pequeno VU 1 0 (0/1)

vermelha

A= Criatério comercial; B= Jardim zoolégico; LC= Pouco preocupante; NT= Quase ameacada; VU= Vulneravel; EN= Em perigo —

Classificagdo pela IUCN (2016, 2017, 2018 e 2019). Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Tabela 3 - Origem dos psitacideos positivos para Bornavirus aviario (BVA) nos criatorios
A e B do estado de Santa Catarina.

Origem Criatorio A Criatério B Total

N.° de N.° de Aves
aves (%) aves (%) positivas (%0)

n=42 n=27 n=69

Obtidos por doacéo

CETAS 22 (52,4) - 22 (31,9)

PMA/SC e IBAMA 1(2,4) 20 (74,1) 21 (30,4)

Obtidos por compra/troca

De outro municipio 3(7,2) - 3(4,3)

De outro estado 2 (4,8) 2 (7,4) 4 (5,8)

Nascimento no criatério 8 (19,0) 5(18,5) 13 (18,8)

Sem informacéo 6 (14,3) - 6 (8,7)

CETAS: Centro de Triagem de Animais Silvestres; PMA: Policia Militar Ambiental; IBAMA: Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis. Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Os resultados da analise univariada para os fatores associados a positividade para
BVA podem ser observados na Tabela 4, ndo demonstrando associacao significativa para
a infeccéo.
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Tabela 4 - Anélise de regressdo logistica para fatores associados a positividade para

Bornavirus aviario em psitacideos mantidos em cativeiro no estado de Santa Catarina.

Fator associado Grupos Univariada
Valor de p OR (95%IC)
Local Jardim Zoolégico 0,21 0,65 (0,36 - 1,19)
Criadouro - -
comercial
Idade Filhote 1,00 0,70 (0,13-3,68)
Juvenil 0,33 2,43 (0,63 —9,42)
Adulto - -
Empenamento Ruim 0,58 1,44 (0,57 - 3,63)
Regular 0,87 1,00 (0,50 - 2,01)
Bom 0,50 1,45 (0,64-3,30)
Escore corporal 0 - -
1 0,98 0,94 (0,46 - 1,92)
2 0,17 2,82 (0,77 - 10,32)
3 0,23 2,83(0,71-11,32)

Escore corporal: 0 — Caquético, 1 - Magro, 2 — Regular e 3 — Gordo. OR: Odds ratio ou razdo de chance;

IC: intervalo de confianca. Fonte: Elaborada pela autora, 2021.

Na Tabela 5 é possivel verificar a frequéncia de positividades das 69 aves

acometidas nos diferentes tipos de amostras coletadas. O tipo de amostra e sua respectiva

positividade para BVA é demonstrado na Figura 2.
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Tabela 5 - Resultado comparativo do RT-PCR entre as amostras positivas para

Bornavirus aviario (BVA) em psitacideos mantidos em cativeiro.

N° Suabe Suabe Suabe Pena Local N° Suabe Suabe Suabe Pena Local

ave de de de ave de de de
coana esdfago cloaca coana esbfago cloaca

1 - + - + B 104 + - - - A

2 + - - - B 106 + - - - A

5 - - + - B 107 + + - - A

7 - - + - B 108 - + - - A
10 - - + - B 118 - + - - A
11 + - - - B 131 - - - + A
24 - - + - B 135 + - - - A
32 - + - - B 144 + - + - A
37 + - - - B 151 + - + - A
38 + + - - B 157 - + - - A
39 + + + - B 158 - - + - A
40 + - - - B 159 - - + - A
41 + + + - B 160 - - - + A
42 + + - - B 162 + - + - A
57 + - + - B 164 + - - - A
58 + + - - B 165 - - + - A
62 + - - - B 167 + - - - A
64 - - + - B 173 - + - - A
65 + + + - B 175 - - + - A
66 + + + + B 177 - - + + A
67 + + + + B 178 - - + - A
68 + - - - B 179 + + + + A
70 + + + - B 180 - + - - A
71 - + - + B 182 + + - + A
72 + + - - B 183 + + + + A
73 + + - - B 184 + - + - A
86 + - - - B 185 - - + - A
92 - - + - A 186 + + - - A
96 - - + - A 187 + + + + A
98 - + - - A 188 + + + + A
99 + - - - A 189 + + + + A
100 - - + - A 190 - + + - A
101 - - + - A 191 + - + + A
102 - + - - A 192 + - + + A
103 + - - - A TOTAL 40 30 35 15 A

+ =Resultado positivo; - =Resultado negativo; A= Criatorio comercial; B= Jardim zoolégico. Fonte:

Elaborado pela autora, 2021.
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Figura 2 - Relacéo dos psitacideos cativos positivos para Bornavirus aviario (BVA) por

RT-PCR de acordo com o tipo de amostra.

45
40
35
30
25
20
15
10

40
35
30

15

Suabe de coana  Suabe de cloaca  Suabe de esdfago Pena

Tipos de amostras

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

A analise de concordancia realizada pelo teste de Kappa Cohen comparando a

positividade da amostra de cloaca com as demais encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Correlagéo entre os resultados das amostras de suabe de cloaca com suabe de
coana, esdfago e material de pena através do RT-PCR para Bornavirus aviario (BVA) em

psitacideos mantidos em cativeiro.

Suabe de cloaca Suabe de coana Suabe de es6fago Pena
+ - + - + -
+ 18 17 12 23 9 26
- 22 135 18 139 6 151
Total 40 152 30 162 15 177
Coeficiente Kappa 0,35 0,24 0,28

+ =Resultado positivo; - =Resultado negativo. Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Para a amostra de coana a espécie mais acometida foi Papagaio-verdaderio
(Amazona aestiva), para esofago em quantidades iguais foram o Papagaio-verdadeiro
(Amazona aestiva) e Periquitdo-maracana (Psittacara leucophtalmus), para a cloaca o
Papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) e Tiriba-da-testa-vermelha (Pyrrhura

frontalis), e pena em Periquitdo-Maraca (Psittacara leucophtalmus) e Periquito-verde



44

(Brotogeris tirica). Na Tabela 7 € possivel evidenciar a quantidade de aves positividades

por tipo de amostra coletada.

Tabela 7 - Resultado comparativo do RT-PCR de Bornavirus aviario (BVA) entre o0s tipos

de amostras positivas nos psitacideos coletados.

Regido coleta Quantidade de aves positivas
n=69
Coana 16

Um local de coleta Esofago

[y
w

Cloaca
Pena
Coana+Esbfago
Coana+Cloaca
Dois locais de coleta Coana+Pena
Es6fago+Pena
Esofago+Cloaca
Coana+Esbfago+Cloaca
Coana+Esbfago+Pena
Trés locais de coleta Coana+Cloaca+Pena

Es6fago+Cloaca+Pena

~N O N P B~ P DN PP OO N DN

Quatro locais de coleta Coana+Esbfago+Cloaca+Pena

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Das aves positivas para BVA, 8,69% (6/69) apresentarem alteragdes
comportamentais, de empenamento e de escore corporal no momento da coleta conforme

pode ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Psitacideos positivos para Bornavirus aviario (BVA) com alterac6es clinico-

comportamentais no momento da coleta.

N° da ave Descricéo Deteccéo Evolucéo

n°l — Agredido por outra ave, estado corporal Pena e Adoeceu e esta

Papagaio-verdadeiro 1 (magro) e empenamento ruim suabe de  vivo

(Amazona aestiva) esodfago

n°2-— Mé& adaptagdo a qualquer recinto, Suabede  Adoeceu e morreu

Papagaio-verdadeiro agredido constantemente por outras coana com lesdes

(Amazona aestiva) aves, estado corporal 1 (magro) e sugestivas de
empenamento ruim DDP

nes — Autoarrancampento de penas, apteria  Suabe de  N&o adoeceu

Cuiu-cuit generalizada, empenamento ruim cloaca

(Pionopsitta pileata)

n°98- Autoarrancampento de penas, apteria  Suabe de  N&o adoeceu

Papagaio-de-peito-roxo ~ em asas, empenamento ruim coana

(Amazona vinacea)

n°1l — Escore corporal 0 (caquético) Suabe de  Né&o adoeceu

Papagaio verdadeiro esofago

(Amazona aestiva)

n° 175 — Emaciacéo cronica, Suabe de  N&o adoeceu

Maitaca-verde escore corporal 1 (magro) cloaca

(Pionus maximiliani)

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

Entre as aves positivas, no criatério A nao houve o6bitos e no criatério B 40,74%

(11/27) dos psitacideos positivos morreram. Destes obitos 18,18% (2/11) haviam

adoecido e tiveram lesdes sugestivas de DDP e 81,81% (9/11) morreram sem alteragdes

prévias. O historico dessas aves e a descricdo de necropsia estdo apresentadas no

APENDICE 3. Além disso, um protocolo de orienta¢ido o BVA para psitacideos mantidos

em cativeiro foi elaborado para fornecimento para as instituicdes parceiras deste trabalho

(APENDICE 4).
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4.4 DISCUSSAO

Este estudo identificou uma alta prevaléncia para BVA por RT-PCR em
psitacideos mantidos em cativeiro em duas instituices no estado de Santa Catarina.
Assim, enfatiza-se que o BVA esta circulando no Brasil, conforme relatado em outros
estudos (DONATTI et al., 2014; ENCINAS-NAGEL et al., 2014; PHILADELPHO et al.,
2014; AZEVEDO et al., 2017; ARAUJO et al., 2017a; SILVA et al., 2020), sendo
presente em psitacideos cativos também na regido Sul do Brasil. Em ambos os cativeiros
havia historico de casos de BVA e também DDP, e portanto confirma-se a permanéncia
do virus. O criatério A (Comercial), local que identificou-se o primeiro surto de DDP no
estado (ARAUJO et al., 2017a), apresentou prevaléncia superior ao criatério B (Jardim
zooldgico), e assim como em outro estudo o criatorio comercial excedeu a positividade,
porém em relacdo a um criatorio conservacionista (SILVA et al., 2020). Em relacdo aos
riscos potenciais de introducgdo e infeccdo por BVA em psitacideos em cativeiro, ha
preocupacao ja relatada por Donatti et al. (2014) sobre a manutengdo de aves nativas e
exoticas nas mesmas instalaces, evidenciadas também neste estudo em ambos os
criatorios.

No criatorio A, as aves permaneciam em gaiolas coletivas em um mesmo
ambiente, favorecendo maior aproximacao entre as aves do que no criatério B onde
habitavam em recintos. Apesar disso, em ambos criatorios foi possivel evidenciar
psitacideos negativos para BVA convivendo junto ou préximo de outros infectados,
sugerindo que pode haver variacdo na suscetibilidade a infec¢do por este virus entre
diferentes espécies de psitacideos (RAGHAV et al., 2010; KLOET et al., 2011;
MURRAY et al., 2017). Por fim, em um mesmo ambiente com aves positivas, estas
poderdo ou ndo desenvolver a doenga (LIERZ et al., 2009), no qual verificou-se que
apenas uma minoria apresentou sinais sugestivos de DDP.

Assim como no trabalho de SILVA et al. (2020), inumeros fatores podem ter
contribuido para a manutencéo e surgimento de novos casos de BVA em ambos locais de
cativeiro, como a falta de exigéncia para relatar casos de BVA pelos profissionais de
medicina veterinaria, assim como auséncia de padronizacao de diagnostico e controle da
doenca, falha na implantacéo e verificacao de regras de biosseguridade em populacéo de
psitacideos mantidos em cativeiro, sdo alguns dos fatores que influenciam e foram
observados. Verificou-se também que a maior quantidades de aves positivas foi obtida
por doacdo consentinda, do CETAS no criatério A, e da PMA/SC e/ou IBAMA no
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criatorio B. Em outros estudos de outras regides do pais também verificou-se a presenca
de aves positivas oriundas de centros de triagem e/ou reabilitacdo de animais (DONATTI
et al., 2014; ENCINAS-NAGEL et al., 2014; AZEVEDO et al., 2017; SILVA et al.,
2020). Né&o foi informado na maioria destes casos do estudo, se estas aves possuiam
historico relacionado com BVA ou se houve medidas de controle sanitario quando
adquiridas, sendo estes dados de aves que séo translocadas e/ou comercilizadas relevantes
para a epidemiologia do BVA (PINTO et al, 2018; PINTO et al., 2019;
RUBBENSTROTH et al., 2016; SILVA et al., 2020). Em um estudo de psitacideos que
estavam em CETAS no estado de S&o Paulo, ap6s um periodo acomodados em recintos,
foram encaminhados em ordem descrescente para areas de solturas, criatorio comercial e
conservacionista, seguindo as normas da Instrucdo Normativa n° 179/2008 (IBAMA
2008), portanto, ndo realizando testagem para deteccdo de BVA nestas aves, contribuindo
para sua disseminacdo (MENDONCA et al., 2020).

Além disso, para o criatorio A foi verificado que aves nascidas no local tiveram
80% (8/10) de positividade, sendo apenas uma ave adulta e as demais filhotes, e no
criatorio B entre as positivas havia 18,51% (5/27), sendo todas adultas com 60% (3/5) de
Obitos sem alteracdes prévias. Isto sugere possiveis maneiras de transmissdo, de forma
indireta por meio da alimentacéo artificial de suporte ou objetivando a domesticacéo para
venda como aves de companhia como ocorre no criatorio A, podendo havar alguma falha
na biosseguridade por fémites (SILVA et al., 2020), direta por via horizontal pelo contato
fecal-oronasal quando compartilham o ambiente (LIERZ et al., 2009; RINDER et al.,
2009; VILLANUEVA et al., 2010; RAGHAYV et al., 2010; HEATLEY et al., 2012;
MONACO et al., 2012; ENCINAS-NAGEL et al., 2014), inclusive pela alimentacao
regurgitada se estiverem com as aves geradoras (KIERSKI et al., 2012), e por via vertical
pois S0 aves que nasceram no cativeiro, porém ainda hd poucos detalhes sobre a
transmisséo viral durante o desenvolvimento do ovo, sobre os embrides infectados e as
taxas de mortalidade de filhotes positivos (LIERZ et al., 2011; MONACO et al., 2012;
BOATRIGHT-HOROWITZ, 2020; HOPPES et al., 2020).

N&o houve correlacéo entre a positividade para BVA e os dados epidemioldgicos
obtidos, provavelmente pela populacdo estudada ser muito heterogénea entre cada
variavel ou porque de fato ndo possuem influéncia na positividade para o virus. A falta
de correlacdo pode indicar que aves sem qualquer alteracdo podem ser positivas, sendo
um fator importante para o entendimento da transmissao, proporcionado um estado de

portador assintomético. Neste trabalho, a maioria das aves portadoras ndo desenvolveram
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sinais sugestivos de DDP, o que também pode ser visto em mamiferos afetados pelo
Bornavirus cléssico, que apesar da infecgdo poder ser fatal, a maioria dos portadores é
persistentemente infectada sem apresentar alterac@es clinicas (LUDWIG et al., 2000),
podendo ser também uma realidade para 0o BVA (KLOET et al., 2009; LIERZ et al., 2009;
KISTLER et al., 2010; HEFFELS-REDMANN et al., 2011).

Foi possivel evidenciar que a maioria das aves infectadas por BVA foram adultos,
assim como em outro estudo (ENCINAS-NAGEL et al., 2014). Porém entre as
classificacOes da faixa etaria, os juvenis como também relatado por Gibson et al. (2019)
e filhotes foram mais afetados dentro do seu nimero amostral do que os adultos, apesar
de ndo se obter correlacdo estatistica entre a faixa etaria e a infec¢do do BVA. Psitacideos
infectados verticalmente ou em estagio inicial de vida, podem se tornar aves portadoras
saudaveis do ponto de vista clinico e desempenham um papel importante na
epidemiologia das infeccdes por BVA (MONACO et al., 2012; GARTNER et al., 2020),
logo a positividade maior que 50% nas aves classificadas como filhotes e juvenis, é um
dado relevante para acompanhamento.

Nesse estudo houve variacdo de alteracbes clinicas, assim como em estudos
também de infeccdo natural de BVA em psitacideos cativos (KISTLER et al., 2010;
HEFFELS-REDMANN et al., 2012; SILVA et al.,, 2020). As alteracdes clinico-
comportamentais foram baixas, com diferengas entre os criatérios A e B. No momento da
coleta, no criatério A havia 1,92% (2/104) de aves com alteracGes, no criatério B 4,54%
(4/88), além de mais dois psitacideos positivos que adoecerem apds a coleta neste
criatorio, totalizando 13,04% (9/69). Houve alteracdo comportamental e agressao por
outras aves, sendo ambos eventos associados a multifatores e ainda ndo relacionado coma
infeccdo de BVA, mas podem tornar o ambiente estressante, e este fato podedesencadear
os sinais clinicos (BOATRIGHT-HOROWITZ, 2020; SILVA et al., 2020).Sobre as
alteracdes de escore corporal , a caquexia ja foi detectada em aves positivas para BVA
(DONATTI et al., 2014), o qual foi notado em uma Unica ave com escore coporal 0
(caquética). Além disso, foram detectados 36,36% (16/44) positivos entre os psitacideos
com escore corporal 1 (magro), sendo possivel indicativo para ocorréncia de disfuncdes
do sistema digestorio, pois ha alta relacdo entre o escore corporal com ao
desenvolvimento da DDP na avaliacdo pos mortem de aves infectadas pelo BVA (SILVA
et al., 2020).

As espécies de psitacideos que apresentaram positividade para BVA nesse estudo,
a maioria ja foi diagnosticada em estudos prévios (DONATTI et al., 2014; ENCINAS-
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NAGEL et al., 2014; PHILADELHO et al., 2014; SILVA et al., 2020), demonstrado que
espécies positivas em outros estados, também foram detectadas em Santa Catarina. No
entanto, houve deteccdo de BVA em dois Papagaios-moleiro (Amazona farinosa), espécie
nativa e constitui um relato inédito no Brasil, e preocupante por ser uma espécie nativa
classificada como “Quase ameagada” (NT) (IUCN, 2016), e espéecies exoticas como um
Lo6ris bailarino (Lorius lory) e um Loris arco-iris (Trichoglossus haematodus) ambos
classificado como “Pouco preocupante” (LC ) (IUCN 2018). O maior acometimento de
aves de porte médio, pode estar associado a possuirem a maior quantidade amostral,
coabitacdo de ambientes, além da grande quantidade pertencentes ao género Amazona
que é nativo do Brasil, diferente de outro estudo na América do Norte em que o género
mais acometido por BVA foi Psittacus nativo da Africa (GIBSON et al., 2019). Este
género Amazona possui maior densidade populacional em CETAS de todo o pais, pois é
atingido drasticamente pelo comércio ilegal, devido sua popularidade como animal de
estimacdo (ICMBIO, 2011; FREITAS et al., 2015), e assim € destinado em grandes
quantidades a outros lugares, como verificado no criatério A que houve a entrega de aves
do género Amazona pelo CETAS estadual.

Este virus pode ser encontrado nas fezes e urina de aves sugerindo a transmissao
pela rota fecal-oronasal (LIERZ et al., 2009; RINDER et al., 2009; VILLANUEVA et
al., 2010; RAGHAV et al., 2010; HEATLEY et al., 2012; ENCINAS-NAGEL et al.,
2014), sendo reforcada neste estudo pela presenca do virus decorrente de infeccédo natural
de BVA em coletas de es6fago, coana e cloaca. Esta deteccdo em amostras de regides
extraneurais, contribui para a confirmacdo de ampla distribuigéo tecidual que o BVA
possui, se diferenciando do Bornavirus que afetam mamiferos, e estando de acordo com
Weissenbok et al. (2009), Rinder et al. (2009) e Araujo et al. (2017b), abragendo néo
psitacideos e psitacideos.

Em relacdo ao diagnéstico de BVA neste estudo, evidenciou-se que se fosse
utilizado apenas amostras individualizadas poderia indicar uma falsa positividade baixa,
devido a alta heterogeneidade de positividade entre as quatro amostras coletadas, por
caracteristicas proprias de cada tipo de amostra que podem interferir no processo
molecular e da infeccdo de cada hospedeiro. Alguns dos componentes de ocorréncia
natural identificados como PCR inibidores incluem sais biliares e polissacarideos
complexos em amostras fecais (LANTZ et al., 1997; MONTEIRO et al., 1997), ureia na
urina (KHAN et al., 1991), sendo que essa também pode estar presente na cloaca e nas

fezes, pois nas aves as excrecdes fecais e urinérias sdo juntas, componentes sanguineos
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como heme e imunoglobulina (ABU AL-SOUND et al., 2001) presentes em alguns
suabes coletados, por ser utilizado em regiGes que possuem mucosa suscetiveis ao
sangramento por atrito no momento da coleta, e melanina e/ou mioglobina presente em
diversos tecidos (ECKHART et al., 2000) como neste caso em melanina na pena.

Ha procedimentos laboratoriais que podem auxiliar na remocéo destes inibidores,
mas que ndo promovem eficacia completa de algumas amostras como as de origem
cloacal (KLOET et al., 2011). De acordo com Das et al. (2009) é dificil identificar os
inibidores naturais que ocorrem nas amostras fecais, pois pode variar devido a
complexidade da composicéo fecal que depende do habitat, dieta e manejo da ave. Nesse
sentido, é importante testar também a eficacia da DNA polimerase pois estas enzimas
possuem diferentes niveis de sensibilidade com os inibidores das amotras (RADSTROM
et al., 2004), sendo a causa mais comum de falha no PCR e resultados falso-negativos
(DAS et al., 2009). Portanto, uma abordagem para reduzir esta inibicdo, é otimizar as
enzimas e as condi¢fes que melhor se adaptam ao tipo de cada amostra (DAS et al.,
2009), conforme realizou-se neste estudo e com o uso de uma DNA polimerase com alta
sensibilidade. Além disso, o tampdo de guanidina, presente no reagente utilizado para
extracdo do material genético das amostras, proporciona uma eficaz amplificacdo de
virus RNA em amostras de aves (EVERS et al., 2007).

O suabe cloacal é a amostra pioneira para o diagndstico clinico de BVA, e por este
motivo foi utilizado como padrdo neste estudo para comparativo estatistico, mesmo que
possa apresentar resultados falsos negativos (LIERZ et al., 2009; RAGHAYV et al., 2009).
Isto pode ocorrer pela presenca de inibidores moleculares em amostras que contenham
fezes (EVERS et al., 2007; DAS et al., 2009; KLOET et al., 2011), além da eliminacéo
intermitente ja evidenciada (KLOET et al., 2009; HOPPES et al., 2010; RAGHAV et al.,
2010; PAYNE et al., 2011), fatos que justificam os diferentes resultados encontrados para
esse tipo de amostra. Verificou-se que uma ave em que ja havia antigo resultado negativo
para BVA através de suabe de cloaca, apresentou desta vez positividade para amostra de
coana. Além disso, o suabe de cloaca ndo foi a amostra mais sensivel para deteccdo do
BVA por RT-PCR (KLOET et al., 2011; PHILADELPHO et al., 2014), e ndo houve
praticamente concordancia estatistica entre a cloaca e as outras trés amostras,
determinando que ndo ha um tipo de amostra ideal para o diagnostico clinico de BVA por
RT-PCR, pois a amostragem em conjunto forneceu uma maior positividade do que os

resultados individualizados.
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A maior quantidade de positividade pela amostra de coana pode ter sido
influenciado pela possibilidade da coana ser a regido coletada com menor quantidade de
inibidores moleculares como 0s presentes nas excregdes cloacais, restos alimentares
contaminantes e substancias sanguineas contidas nas amostras de eséfago e da melanina
presente nas pena, e/ou sugere-se a possibilidade de que nesta regido tenha maior
quantidade de virus. Com este resultado, refor¢a-se o potencial desta amostra para
métodos de diagndstico antemortem de BVA (RAGHAV et al., 2010; ARAUJO et al.,
2017b). Em estudos de infecdo experimental, foi possivel detectar molecularmente em
amostra de suabe de coana ap0s 85 dias da infeccdo (GANCZ et al., 2009) e em outro
ap6s 60 dias sendo a coana uma regido indicada para detectar aves cronicamente
infectadas por parrot bornavirus 2 (ARAUJO etal., 2017Db).

O uso de suabe de es6fago também obteve sucesso na deteccdo de BVA neste
trabalho, sendo este tipo de amostra ainda ndo evidenciada na literatura para dectecéo
deste virus. A deteccdo nesta regido é de certa forma esperada, pois o diagnéstico
utilizando bidpsia de inglavio ja foi relatado (GREGORY et al., 1996; BERHANE et al.,
2011; GANCZ et al., 2009; LIERZ et al., 2009; SCHMIDT 2015), além de que amostras
teciduais do esdfago ja foram detectaveis para BVA em estudo experimentais (ARAUJO
et al., 2017b) e naturais em psitacideos (PAYNE et al., 2011; DONATTI et al., 2014) e
em ndo psitacideos (DELNATTE et al., 2013; RUBBENSTROTH et al., 2013).

Foi extraido material genético também de penas, utilizando trés unidades pois ha
dados de que uma Unica pena pode gerar resultados inconstantes, talvez pela quantidade
de material genético viral ou até idade da pena selecionada (DE KLOET et al., 2011).
Este é um tipo de amostra que pode ser mais sensivel porque é menos provavel que seja
afetado por contaminantes, por substancias sanguineas ou matéria urofecal
(BOATRIGHT-HOROWITZ, 2020). A presenca de inibidores conhecidos de PCR como
a melanina (DAS et al., 2009), um elemento comum na coloracdo das penas de aves
(ZHANG et al., 2010), foi controlado utilizando a albumina sérica bovina, porém, a
presenca de outros inibidores nas penas nao podera ser totalmente excluida (DE KLOET
etal., 2011). As aves positivas para BVA que apresentaram autoarrancamento de penas,
ja foram observadas anteriormente em outros estudos (GANCZ et al., 2009; HORIE et
al., 2012; PHILADELPHO et al., 2014; FLUCK et al., 2019). Dentre as classificagdes
realizadas para qualidade do empenamento, a maior positividade estava dentro da
classificacdo ruim, apesar de ndo haver correlagdo estatistica. Mamiferos infectados com

0 Bornavirus classico, podem desenvolver um comportamento anormal de prurido na
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fase inicial da infeccdo (LUDWIG et al., 2000), logo, de acordo com Fluck et al. (2019)
0 autoarrancamento de penas também pode ser um comportamento anormal causado pelo
BVA devido hd uma possivel correlacdo com a presenca de anticorpos anti-BVA.

A deteccdo de BVA nas penas, sugere que também poderiam desempenhar um
papel na transmissao do virus (DE KLOET et al., 2011), assim como foi relatado como
forma de transmissdo do Circovirus que causa a anemia das galinhas, comprovado por
lesBes histoldgicas compativeis com a doencga nas penas, e ao serem homogeneizadas e
utilizadas para infectar pintos de um dia de idade pelas vias ocular, nasal e orofaringe,
foi identificado a infeccdo pela sorologia, virologia e patologia, demonstrando que as
penas carreavam o0 Vvirus e que contribuiam para a disseminagdo horizontal
(DAVIDSON et al., 2009). Além disso, as penas podem ser usadas na deteccdo
individual ou de recinto (DAVIDSON et al., 2009) e possuem alta resisténcia na
integridade do material genético, pois ja houve deteccdo do BVA até um més apds a
coleta mesmo mantidas em temperatura ambiente (DE KLOET et al., 2011).

Portanto, as vantagens da realizacdo do teste molecular antemortem ocorre pela
possibilidade de ser uma ferramenta de triagem acessivel (GANCZ et al., 2009), coleta
rapida, pouco invasiva e de diagndstico eficiente. Este estudo colabora para a conservacao
ex-situ de psitacideos, reforca a necessidade de um planejamento com medidas de
prevencdo e controle desta doenca emergente (DONATTI et al., 2014), e a necessidade
de desenvolver regulamentacdo sanitaria sobre psitacideos que sdo comercializados e

mantidos em cativeiro no Brasil (SILVA et al., 2020).
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45 CONCLUSAO

A prevaléncia de Bornavirus aviario por RT-PCR em psitacideos em dois cativeiros
do estado de Santa Catarina foi alta. A infeccdo ocorreu nos dois criatorios coletados,
com maior positividade no comercial. Identificou-se a maior predominancia do virus por
meio do suabe de coana, em espécies pertencentes ao género Amazona, em aves
assintomaticas e oriundas por doagdo de érgdos publicos.

A associacao da coleta de suabe de coana, de es6fago e de cloaca além da pena para
o diagnostico molecular de BVA foi validada, sendo este método conjunto de amostras
mais eficaz para o diagndstico antemortem do que uso individual de suabe de cloaca.
Durante o periodo do projeto, uma pequena quantidade das aves positivas tiveram

evolucdo clinica sugestivas de DDP e/ou ébito.
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APENDICE
Apéndice 1- Questionario para coleta de dados epidemioldgicos dos psitacideos
amostrados.
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Apéndice 2- Termo de consentimento para participacéo do projeto.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Eu, declaro que concordo em participar

como colaborador no fornecimento de animais para as atividades previstas no projeto
“Bornavirus em psitacideos mantidos em cativeiro no estado de Santa Catarina:
caracterizagdo molecular e epidemioldgica”. Afirmo que fui informado (a) de maneira
clara e detalhada sobre os objetivos e metodologia do projeto proposto e esclareci minhas
duvidas, estando ciente que a qualquer momento, poderei solicitar novas informacoes e
modificar minha decisdo sobre esta colaboracdo, se assim o desejar. Neste termo, fica
acordado que: todos os dados deste projeto serdo tornados de meu conhecimento: minha
participagdo ndo acarretara em custos além do fornecimento de animais na condicéo
supracitada, e que ndo receberei nenhuma compensacdo financeira em caso de haver
Obito, invalidez temporaria ou permanente do (s) animal (ais) em estudo, seja por parte
da professora responsavel, do grupo de pesquisa a que pertence ou da propria
Universidade de Estado de Santa Catarina. Também estou ciente que sera necessario
suabe de coana, es6fago, cloaca e coleta de penas. Assim sendo, declaro que concordo
em participar desse projeto permitindo que meus animais sejam utilizados, conforme

quantidade e caracteristicas descritas a seguir:

Especie: Ordem Psittaciformes

Finalidade: Conservacéo ex situ

Idade: entre 1 més até 40 anos.

Quantidade:

Local: Data:

Nome:

Assinatura do Participante:

Nome: Renata Assis Casagrande

Assinatura do Pesquisador:
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Apéndice 3- Avaliacdo necroscépica de psitacideos positivos para Bornavirus aviario no

criatério B.
(continua)
Amostra
Neave Dados Histérico Descricao Diagnéstico positiva e
obtidos na macroscépica data de
coleta obito

n® 24 — Adulto, escore Agredido por Magra, empenamento Sugestivo de  Suabe de

Araracanga corporal 2 outras, Obito quebradico, escoriacdes na face DDP cloaca.

(Ara macao) (regular) e no dia e no dorso, Proventriculo Obito 15
empenamento  seguinte. severamente meses apos a
ruim. dilatado.Hepatoesplenomegalia. coleta

n° 64 — Adulto, escore Encontrado Estado avangado de autdlise Inconclusivo  Suabe de

Ararajuba corporal 1 morto no cloaca.

(Guaruba (magro) e recinto. Obito  trés

guarouba) empenamento meses apds a
bom. coleta

n°g86 — Adulto, escore  Animal Magra. Intestinos com mucosa Compativel  Suabe de

Loris arco-iris corporal 1 encontrado hiperémico, dilatado e com com enterite coana

(Trichoglossus  (magro) e morto no estrutura caseosa de caseosa Obito  dois

haematodus) empenamento  recinto. aproximadamente 1cm aderida. meses apos a
regular Esplenomegalia e rinomegalia. coleta

n°72 — Adulto, escore  Animal Pesco¢co, cabeca e parte da Politrauma- Suabe de

Léris bailarino  corporal 2 encontrado musculatura peitoral devorados. tismo coana e

(Lorius lory) (regular) e morto no Cavidade celomatica com esofago
empenamento  recinto sangue livre. Obito 11
bom. meses apos a

coleta

n°40 — Adulto, escore  Animal Cabeca com laceracdo cutanea, Politrauma-  Suabe de

Maracana- corporal 2 agredido por extenso hematoma e fratura de tismo coana

verdadeira (regular) e arara-canindé, calota craniana. Obito  oito

(Primolius empenamento  com obito meses apos a

maracana) bom. imediato. coleta

n°68 - Adulto, escore  Animal Esplenomegalia e hepatomegalia ~ Sugestivo de  Suabe de

Papagaio- corporal 2 encontrado acentuada. clamidiose  coanae pena.

chaua (regular) e morto no Obito 12

(Amazona empenamento  recinto. meses apds a

rhodocorytha)  bom. coleta
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aviario no criatério B.

n°71 -
Papagaio-
chaua
(Amazona
rhodocorytha)

n°58-
Papagaio-de-
peito-roxo
(Amazona

vinacea)

n°s7-
Papagaio-de-
peito-roxo
(Amazona

vinacea)

ne2 —

Papagaio-
verdadeiro
(Amazona

aestiva)

N°70 —
Tiriva-comum
(Pyrrhura

frontalis)

Adulto, escore
corporal 3
(gordo) e
empenamento

bom.

Adulto, escore
corporal 2
(regular) e
empenamento

bom.

Adulto, escore
corporal 2
(regular) e
empenamento

bom.

Adulto, escore
corporal 1
(magro) e
empenamento
ruim. Nao se
adapta em
nenhum
recinto, vive

em gaiola.

Adulto, escore
corporal 2
(regular) e
empenamento

bom.

Animal
encontrado
morto no

recinto

Animal
encontrado
morto no

recinto

Animal
encontrado
morto no
recinto.
Companheiro
morreu na
Gltima semana.
Animal
internado com
quadro de
incoordenacédo
e diarreia, com
alimentos mal
digeridos nas

fezes.

Animal
encontrado
morto no

recinto.

Pulmdes congestos. Coracdo
com vasos ingurgitados, areas
esbranquicadas e dilatacdo

acentuada das camaras

cardiacas. Hepatomegalia.
Pulmdes congestos,

hepatomegalia discreta.

Auséncia de alteracdes.

Magra, empenamento de aspecto

opaco. Presenca de fezes

aderidas a0  empenamento
pericloacal. Quantidade infima
de conteddo alimentar no trato
gastrointestinal. ~ Proventriculo

com evidente dilatacdo e
adelgacamento de suas paredes.
Intestinos com vasos
severamente congestos e com
conteldo liquido e fétido.
Esplenomegalia.

Pescogo com extenso hematoma
e escoriagdes na face e dorso.
Umero esquerdo e metatarso
direito fratura completa.. Sangue

livre na cavidade celomatica.

Inconclusivo

Inconclusivo

Inconclusivo

Sugestivo de
DDP

Politrauma-

tismo

67
(concluséo)
Suabe de
esofago e
pena.

Obito  dois
meses apos a
coleta
Suabe de
coana e
esofago.
Obito 12

meses apods a

coleta

Suabe de
coana e
cloaca.

Obito 12

meses apds a

coleta
Suabe de
coana.
Obito 10
meses apds a
coleta
Suabe de
coana,
esdofago e
cloaca.
Obito  trés

meses apds a

coleta

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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Apéndice 4- Protocolo de orientagdo e controle para Bornavirus aviario (BVA) em

psitacideos mantidos em cativeiro.

Controle ambiental:

Limpeza do ambiente e utensilios com detergente, alvejante diluido ou luz
ultravioleta;

Vassoura de fogo quando possivel em ambiente externo;

Alojamento das aves ao ar livre quando for possivel termicamente;

Sugere-se ndo misturar aves de espécies e/ou origens diferentes;

Evitar superlotacao.

Controle na populacéo de psitacideos:

Realizar quarentena e isolamento de todas as aves recém-chegadas;

Aves novas devem ser testadas com métodos conjuntos como sorologia e PCR;
N&o ha amostra tecidual ideal ou mais sensivel;

Amostras sugeridas: Suabe de coana, suabe de es6fago, suabe de cloaca e pena;
Quando nao for possivel utilizar as quatro, ao menos trés tipos de amostras
diferentes;

Positivas sem sinais clinicos ou doentes devem ser separadas das demais aves;
Filhotes de aves infectadas devem ser mantidos separados de outras aves e
monitorados para o desenvolvimento da doenca;

Suegere-se ndo realizar a reproducdo de aves positivas.

Coleta:
1. Suabe novo e estéril utilizar na regido a ser coletada;
2. Evitar sangue, alimentos e fezes em excesso;

3. Solicitar orientacGes ao laboratorio de como armazenar a amostra.

HOPPES (2020) com modificacdes.



