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RESUMO

Esta monografia aborda a Doenca do Bico e das Penas dos Psitacideos (PBFD)
também conhecida como Infeccdo de Psitacideos por Circovirus (Psittacine
Circovirus Infection) e Doenca de Psitacideos por Circovirus (Psittacine Circovirus
Disease) . E a doenca de etiologia viral mais comum em aves da ordem Psitaciforme
na Australia, pode ser encontrada em criadouros de psitacideos no mundo inteiro e
acomete também aves selvagens provocando danos a fauna e dificultando a
preservacdo das espécies ameacadas. A infec¢cdo gera distrofia e hiperplasia do
foliculo das penas, bico e unhas resultando no quadro caracteristico de perda de
penas, deformidade no crescimento do bico e das unhas. A PBFD pode cursar um
guadro hiperagudo, agudo, crbénico e algumas aves podem ser assintomaticas. Este
trabalho traz uma reviséo sobre o assunto e relata um caso da doencga observado no

Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia.

Palavras chave: Circovirus, Diagnéstico, Doenca do Bico e das Penas dos
Psitacideos, PBFD.



ABSTRACT

This monograph addresses the Psittacine Beak and Feather Disease (PBFD) also
known as Psittacine Circovirus Infection and Psittacine Circovirus Disease. It is the
most common viral disease in the Psittaciforme bird order in Australia, it can be found
in captive psittacines all over the word and also affects wild birds causing damage to
the wildlife and impairing the preservation of endangered species. The infection
causes dystrophy and hypersplasia of the feathers follicle, beak and nails resulting in
the characteristic condition of feather loss and growth deformity of the beak and nails.
The PBFD can cause hyperacute, acute and chronic forms and some birds may be
asymptomatic. This work brings a review on the subject and a case report of the

disease observed in the Small Animal Veterinary Hospital of the University of Brasilia.

Keywords: Circovirus, Diagnostic, Psittacine Beak and Feather Disease, PBFD.
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1. INTRODUCAO
A doenca do bico e das penas dos psitacideos (PBFD) € uma enfermidade

cuja etiologia viral foi descoberta no século passado em cacatuas na Australia. E
causada pelo virus da doencga do bico e das penas (Psittacine Beak and Feather
Disease Virus - PBFDV), um virus pequeno de morfologia icosaédrica, nao
envelopado cujo genoma € composto por um DNA fita-simples circular (ssDNA),
classificado como membro da familia Circoviridae.A doenca acomete principalmente
0s psitacideos australianos como a Cacatua-de-Crista-Amarela (Cacatua galerita),
Periquito-Australiano (Melopsittacus undulatus),Red-Rumped Parrot (Psephotus
haematonotus) e outros psitacideos, causando sinais clinicos bem caracteristicos,
distrofia simétrica das penas, deformidade no crescimento do bico (JULIAN, 2012). A
transmissdo se da de forma horizontal e vertical, aves infectadas com o virus da
doenca do bico e das penas frequentemente morrem devido a infec¢des secundarias
devido a imunossupressao gerada pelas lesdes na Bursa de Fabricius e timo, bem
como por lesdes hepaticas. Atualmente o diagnostico é feito principalmente pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), hemaglutinacdo (HA) e inibicdo da
hemaglutinagcéo (HI) para deteccéao de anticorpos para BFDV.

N&o existe uma cura conhecida para PBFD, o controle da doenca constitui
um bom manejo higiénico sanitario das instalacfes, teste dos animais recém-
chegados e quarentena antes da introducé@o no plantel. A vacina com virus inativado
feito a partir da proteina do capsideo viral demostrou resultados promissores e pode
vir a ser comercializada no futuro. (BONNE, 2009). Devem ser incluidas no
diagnéstico diferencial a muda francesa (French moult) causada pelo Polyomavirus
aviario (APV), infeccbes bacterianas e fangicas na pele, efeitos de farmacos,
nutricdo inadequada das aves, ectoparasitos, estresse ambiental e automutilagéo.

Neste trabalho foi realizado um diagnéstico molecular da doenga por PCR e
eletroforese em uma fémea da espécie Periquito-do-dorso-vermelho (Psephotus
haematonotus) residente do Biotério Central do Hospital Veterinario de Pequenos

Animais da Universidade de Brasilia.
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2. ETIOLOGIA
O virus da doenca do bico e das penas foi isolado pela primeira vez ao final

da década de 80, classificado como género Circovirus da familia Circoviridae.
Também na familia Circoviridae, encontramos outros dois géneros, Gyrovirus sp.
causador da anemia infecciosa das galinhas (CAV) e Geminivirus sp. que
compreende diversas espécies e acometem plantas. O virus da CAV possui
semelhancas quimicas e fisicas com o virus da PBFD, por ser o virus mais
conhecido da familia Circoviridae é usado como modelo para estudos do BFDV
(JULIAN, 2012).0 agente possui um genoma pequeno com 1,7 a 2,3 kb, constituido
de um DNA circular de fita simples, ndo € envelopado possuindo apenas o capsideo
de formato icosaédrico e de diametro de 14 a 21 nm, o genoma viral possui 7 ORFs
(Open Reading Frames) ilustrados na figura 1. Sendo duas janelas de iniciacao
principais denominadas de 1 e 2. A ORF 1 (ORF V1 ou Rep) codifica uma proteina
ligada a replicacdo do virus e a ORF 2 (ORF C1 ou CP) codifica proteinas do
capsideo viral. Atualmente ndo s&do conhecidas as fun¢cbes das demais ORFs
(BASSAMI et al.,2001; KATOH et al.,2010)

ORF V1
(131-097)

ORF C1
(1978-1238)

ORF 3
(544-65)

ORF 5
ORF 7 (543-845)
{1278-1021)

ORF 4

(1049-1366) ORF 6
{1021-758)

Figura 1. Esquema de replicagdo do BFDV ilustrando os potenciais ORFs. Fonte: (BONNE, 2009).
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Vérias estirpes foram definidas com base nas variacfes na cadeia de DNA,
chegando a uma variacdo total de aproximadamente 20%. A ORF V1 é altamente
conservada em todas as espécies de circovirus aviario. Enquanto as proteinas
codificadas pela ORF V1 apresentam uma baixa diferenca de identidade na
sequéncia de bases nitrogenadas, as proteinas codificadas pelas ORFs do sentido
complementar possuem uma maior variacdo entre as diferentes cepas (KHALESI,
2007). E bem aceito na literatura a existéncia de diferentes cepas parcialmente
adaptadas para as familias Loriidae, Cacatuidae e Psittacidae apesar de nao ter sido
identificado até o momento casos de especificidade entre uma cepa viral e um
hospedeiro (RAIDAL et al., 2008).
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3. EPIDEMIOLOGIA
Segundo Julian (2012), o primeiro registro da doenca se trata de uma carta

para o jornal australiano escrita em 1907, em que o autor faz um relato pessoal
sobre uma ave da espécie Psephotos haematonotus (Periguito-do-dorso-vermelho)
com incapacidade de voo devido a perda completa de suas penas, mais tarde a
essa afeccéo seria dada o nome de Doenca do Bico e das Penas dos Psitacideos. A
primeira investigacao oficial quanto a etiologia e patogenicidade da doenca foi
realizada em 1984 na Australia em aves das espécies Cacatua galerita (Cacatua de
crista amarela), Eolophus roseicapilla (Cacatua de peito rosa), Melopsittacus
undulatus (Periquito australiano) e Agapornis sp. (Os inseparaveis) todas elas
apresentavam sinais clinicos compativeis com a doenca e sinais histopatolégicos
como corpusculos de inclusdo viral foram encontrados indicando que o agente
infeccioso provavelmente se tratava de um virus (JULIAN, 2012).

A doenca possui distribuicdo mundial, foi encontrada em diversos paises e
compreende um problema sério para as aves de vida livre. A prevaléncia aferida nos
ultimos anos na Austrélia, Alemanha, Itdlia, Taiwan, Estados Unidos e Japdo séo de
23%, 40,4%, 8%, 41,2%, 3,5-4% e 18,5%, respectivamente. Atualmente é a enzootia
de etiologia viral mais importante em psitacideos na Australia e nos demais paises,
especialmente nas cacatuas. A Australia € considerada o ber¢co da doenca, tendo
sua origem nesse continente e posteriormente se espalhando para o resto do globo.
(KATOH et al., 2010). Psitacideos do Novo Mundo sdo menos acometidos, portanto
considerados menos susceptiveis & doenga do que as aves do Velho Mundo. Os
primeiros relatos da PBFD nas Américas ocorreu em 1984 nas espécies Amazona
aestiva, Amazona autumnalis e Ara macao. O diagnostico foi feito por isolamento e
purificacdo de particulas virais a partir de tecidos infectados. (JULIAN, 2012).

A exportacdo de aves australianas selvagens € proibida desde 1950, uma
das razbes € a presenca do BFDV na regido. A exportacdo de aves ornamentais do
continente australiano para os demais paises é tida como o principal fator de
disseminacédo da doenca ao redor do planeta, facilitada pela presenca de animais
portadores assintomaticos e contato entre aves de diferentes idades e origens. O
género Agapornis sp, de acordo com Bonne (2009), apresenta uma maior frequéncia

de quadros assintomaticos e uma prevaléncia bem elevada. A propagacao do virus
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pelos criadouros de psitacideos acarretam perdas para os produtores além de ser
um risco eminente para as espécies selvagens, especialmente as ameacadas de
extincdo. No quadro 1 estdo listadas as espécies susceptiveis conhecidas
atualmente ao virus da PBFD (DE KLOET, E.; DE KLOET SR., 2004).

Na América do norte, ap0s a extingdo em 1918 do Periquito-da-carolina
(Conuropsis carolinensis), ndo existem mais psitacideos nativos de vida livre. Assim
como em muitos outros paises da Europa, varias aves exoticas foram e continuam
sendo importadas, principalmente da América do sul, para o comércio de aves de
estimacdo. Desta forma é possivel encontrar em alguns locais, espécies invasoras
de psitacideos que foram soltas ou fugiram de seus criadouros vivendo em
ambientes naturais onde a espécie ndo é endémica.

No continente Africano a PBFD tem causado um grave dano as espécies
ameacgadas como o Poicephalus robustus (Papagaio do cabo) e Psittacula echo
(Periquito das Ilhas Mauricio) diminuindo ainda mais suas popula¢cdes naturais e &
considerada como um dos principais empecilhos ao programa de preservacao do
periquito das lIlhas Mauricio. Foram analisadas sequéncias completas de dez
genomas isolados de aves na Africa do Sul e dez genomas isolados de aves
australianas. Trés cepas de origem africana eram muito similares as encontradas
nos Estados Unidos enquanto as demais cepas isoladas dos continentes australiano
e africano formaram grupos distintos, sugerindo que o BFDV encontra-se na Africa a
bastante tempo (JULIAN, 2012).

Nos paises da Asia, varios relatos da doenca do bico e das penas foram
feitos nas ultimas décadas, tendo seu primeiro registro na Tailandia em Cacatuas-
de-crista-amarela (Cacatua galerita) importadas da Indonésia. Durante o ano de
2005 e 2006, varias amostras de pena e sangue foram colhidas de psitacideos de
diversas espécies e testados para PBFD. Dezessete amostras colhidas de sete
géneros distintos obtiveram diagnostico positivo para a doenca. As analises
gendmicas das cepas demonstraram uma estreita relacdo com as sequéncias de
DNA australianas, indicando a chegada recente do virus, provavelmente oriunda da
Austrélia, no ambiente (VARSANI et al., 2011).

Assim como nos Estados Unidos, na Europa encontram-se atualmente
populacdes de psitacideos invasores que foram acidentalmente ou propositalmente

soltos em ambientes selvagens das regides mais temperadas da Europa, onde
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naturalmente ndo havia psitaciformes. O comércio dessas aves sempre foi muito
prolifico entre os europeus e em 2007 foi proibida a importacdo de psitacideos
exoticos, porém criadouros ja estabelecidos seguem com suas atividades de venda
destas espécies como aves de estimagdo, ndo estando a exportacdo restrita apenas
aos paises europeus. O BFDV provavelmente foi importado vérias vezes, trazido
junto com os animais e permanecem nao sO nas aves de vida livre como dentro de
criadouros. A falta de controle e testagem preventiva dos animais favorece a
disseminacdo da doenca e ameaca as aves dos paises para 0S quais essas aves
estdo sendo exportadas (JULIAN, 2012, VARSANI et al., 2011).

Figura 2. Distribuicdo de psitacideos de vida livre ao redor do planeta. Fonte: (PEACHEY, 2013).
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Psittacidae

Cacatuidae

Papagaio de cabeca

castanha (Poicephalus cryptoxanthus)

Rosela do Leste
(Platycercus icterotis)

Papagaio de ventre
vermelho (Poicephalus
rufiventris)

Rosela do Norte
(Platycercus venustus)

Papagaio do Cabo
(Poicephalus robustus)

Rosela elegante (Platycercus
elegans)

Papagaio do Senegal
(Poicephalus senegalus)

Rosela multicolorida
(Platycercus eximius)

Papagaio Meyer
(Poicephalus meyeri)

Inseparavel de Angola
(Agapornis roseicollis)

Papagaio preto
(Coracopsis nigra)

Inseparavel de Madagascar
(Agapornis cana)

Papagaio vasa (Coracopsis
vasa)

Inseparavel de faces negras
(Agapornis nigrigenis)

Papagaio-ecletus (Eclectus
roratus)

Inseparavel de Fisher
(Agapornis fischeri)

Periquito-andorinha
(Lathamus discolor)

Inseparavel de Nyassa
(Agapornis lilianae)

Periquito australiano
(Melopsittacus undulatus)

Inseparavel mascarado ou da
Tanzania (Agapornis
personatus)

Periquito Barnardi
(Barnardius barnardi)

Arara azul e amarela (Ara ararauna)

Periquito cornudo
(Eunymphicus cornutus)

Arara escarlate (Ara macao)

Periquito de asas douradas
(Psephotus chrysopterygius)

Arara militar (Ara militaris)

Periquito de Bourke
(Neopsephotus bourkii)

Arara vermelha (Ara
chloroptera)

Periquito de colar (Psittacula
krameri)

Jandaia de testa vermelha
(Aratinga auricapilla)

Periquito de colar de Manila
(Psittacula manillensis)

Jandaia-Sol ou amarela
(Aratinga solstitialis)

Periquito de dorso vermelho
(Psephotus haematonotus)

Maitaca-verde (Pionus maximiliani)
Periquito do principe de
Gales (Polytelis alexandrae)

(Eolophus roseicapillus)

Papagaio cinzento
(Psittacus erithacus)

Periquito de Bluebonnet
(Psephotus haematogaster)

Papagaio de barriga-laranja
(Neophema chysogaster)

Periquito encapuzado
(Psephotus dissimilis)

Papagaio de frente vermelha
(Amazona autumnalis)

Periquito Port Lincoln
(Barnardius zonarius)

Periquito mauricio
(Psittacula echo)

Papagaio verdadeiro
(Amazona aestiva)

Periquito rei
(Alisterus scapularis)

Papagaio de fronte branca
(Amazona albifrons)

Rosela azul ou pélida (Platycercus

adscitus)

Catatua branca
(Cacatua alba)

Catatua das Molucas (Cacatua
moluccensis)

Catatua das palmeiras
(Probosciger aterrimus)

Catatua de bico comprido
(Cacatua tenuirostris)

Catatua de crista amarela
(Cacatua galerita)

Catatua de crista citrina (Cacatua
citrinocristata)

Catatua de Galah ou de peito rosa
(Eolophus roseicapillus)

Catatua de Goffin (Cacatua
goffini)

Catatua de Mitchell ou de
leadbeater (Cacatua leadbeateri)

Catatua filipina (Cacatua
haematuropygia)

Catatua gang-gang
(Callocephalon fimbriatum)

Catatua sanguinea ou pequena
(Cacatua sanguinea)

Catatua triton
(Cacatua triton)

Caturra
(Nymphicus hollandicus)

Loridae

Léris de Goldie (Psitteuteles
goldiei)

Lério reticulado ou de crista-azul
(Eos reticulata)

Lério de Mitchell (Trichoglossus
haematodus mitchellii)

Lério chlorocercus
(Lorius chlorocercus)

Lério arco-iris
(Trichoglossus haematodus)

Outras

Rola do Senegal
(Streptopelia senegalensis)

Quadro 1. Espécies susceptiveis ao BFDV. Adaptado de (DE KLOET, E.; DE KLOET SR., 2004).
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4. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS
Os animais doentes eliminam o virus através das penas e do po das plumas,

das secrec¢fes do ingluvio e nas fezes. A transmissdo da PBFD pode ocorrer de
forma horizontal, a partir de aerossois inalados e ingestdo de particulas virais, ou
vertical, demostrada em periquitos (Melopsitaccus undulatus) por meio da PCR de
ovos férteis postos por aves doentes, 20% deles apresentaram positividade para o
BFDV (KHALESI, 2007; RAHAUS et al., 2008). O virus gera displasia dos foliculos
das penas causando necrose e rompimento dos tecidos adjacentes acarretando na
perda permanente do foliculo. As lesGes no bico e nas unhas ocorrem de maneira
semelhante no tecido germinativo, dando origem as mas formacdes destes tecidos.
As lesdes necréticas nos oOrgdos linfoides causam uma leucopenia severa, essa
imunossupressdo predispe quadros a de infecgcdes secundérias que sao
responsaveis pela morte do individuo (SHEARER, 2008; RITCHIE et al., 1989).

O virus é bastante resistente e permanece viavel no ambiente por alguns
meses e as aves jovens com menos de trés anos sdo as mais sensiveis a doencga,
Aves mais velhas que apresentam os sinais caracteristicos da PBFD podem ter sido
infectadas quando jovens e permaneceram em estado de laténcia (RAIDAL et al.,
2008).

O curso da doenca do bico e das penas pode estabelecer trés quadros
clinicos diferentes, agudo, crénico e o silencioso, presente nos portadores
assintométicos (BASSAMI et al., 2001). Outros autores consideram a presenca de
um quadro clinico hiperagudo, dividindo o quadro agudo em duas formas
relacionadas a idade do animal e a velocidade da ocorréncia dos sintomas, podendo
ocorrer morte subita em ambos os casos (KATOH et al., 2010). O quadro clinico vai
depender da espécie afetada, seu estado imunoldgico, idade e estirpe viral. O
periodo de incubacdo é de aproximadamente duas a quatro semanas. O virus
infecta preferencialmente o tecido epitelial (Pele e penas) e 6rgaos linfoides (Timo,
Bursa de Fabricius e baco), podendo ser encontrado também no cérebro, leucocitos,
intestino e es6fago (RITCHIE et al., 1989). Na infeccdo aguda os animais jovens
com menos de um ano sdo 0s mais acometidos, pois ainda nao tiveram o completo
desenvolvimento da Bursa de Fabricius, essa condicdo do sistema imunolégico é o

fator determinante de susceptibilidade ao virus e ndo as variacfes antigénicas
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(RAIDAL et al., 2008). As lesbes da plumagem podem ou nao ocorrer nas infeccoes
agudas Papagaios cinzentos geralmente ndo apresentam essas lesdes, jA nos
cacatuideos a distrofia e necrose dos foliculos das penas desenvolvem-se
rapidamente (Figura 3), de maneira semelhante ao que ocorre na forma croénica da
doenca. As aves infectadas tendem a recusar 0 manuseio devido a dor muito intensa
nos locais das lesdes, nas infectadas antes da muda para plumagem de adulto
essas lesbes frequentemente sdo mais severas (KHALESI, 2007).

Usualmente a infecgc&o crénica ocorre em aves com idade entre seis meses
e trés anos, com a perda progressiva das penas e deformidade do bico (Figura 4).
As lesbes na pele e plumagem ocorrem gradativamente conforme as mudas e por
isso pode néo ser evidente nos primeiros meses. Normalmente a perda € simétrica e
se inicia nas penas da cauda. As penas lesionadas apresentam diferentes graus de
displasia, hiperqueratose, constricdo da haste da pena, linhas de estresse e
alteracbes no tamanho, podendo causar hemorragia devido ao rompimento da
vascularizacdo presente no interior do calamo (Figura 5). Unhas e bico tornam-se
guebradicos com uma camada necrotica proxima a superficie, podendo ocorrer
fraturas longitudinais, transversais e de laminag¢do, quadro comum em cacatuideos.
Necrose da mucosa oral e osteomielite podem ser observadas em casos severos,
levando a queda do bico. Nos membros a pele pode ter uma aparéncia espessada e
ressecada devido a hiperqueratose. A falta de penas pode levar a um aumento de
pigmentacao causado pelos raios solares, podendo progredir para Ulceras de pele. A
expectativa de vida das aves em quadros mais brandos da doenca associados a um
bom manejo é de aproximadamente 13 anos (GREENACRE, 2005; BONNE, 2009).

As espécies Psittacus erithacus (Papagaio cinzendo africano), Cacatua
galerita (Cacatua-de-Crista-Amarela) e Cacatua alba (Cacatua-Branca) costumam
cursar a infeccdo aguda da doenca, enquanto as espécies Eolophus roseicapilla
(Cacatua-Galah) e Agapornis sp. (Os inseparaveis) o quadro clinico crénico € mais
frequente (Figura 6). Neste ultimo geralmente ocorre pouca perda de penas e
grandes lesdes de pele com formacéo de crostas que devem ser diferenciadas de
lesbes causadas por ectoparasitos e infec¢des por poxvirus (SHEARER, 2008).
Existe uma grande discrepancia entre o nimero de individuos doentes e o niumero
de infectados, sugerindo um grande numero de casos de infeccdes latentes
(GREENACRE, 2005).
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Figura 3. Duas Cacatua galerita com sinais clinicos classicos da doenca croénica. Fonte: (BONNE, 2009).

b oA

Figura 4. Eolophus roseicapilla com infecgdo cronica da PBFD apresentando fratura de bico. Fonte: (BONNE,
2009).
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Figura 5. Cacatua galerita com infeccdo crénica da doenca. B: Pena afetada pelo BFDV demonstrando
hemorragia dentro do calamo. C: Pena afetada pelo BFDV demonstrando a bainha da pena retida e deformada.
D: Corte histolégico da pele inclus6es basofilicas dentro de macréfagos. Fonte: (SHEARER, 2008).

Figura 6. Eolophus roseicapilla em estado avangado da doenca crénica. Fonte: (PEACHEY, 2013).
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5. DIAGNOSTICO
A doenca do bico e das penas ndo pode ser diagnosticada sem testes

laboratoriais, portanto, tendo um quadro compativel com a PBFD os testes descritos
a seguir irdo confirmar o diagnostico. E relevante o fato de que animais portadores
assintomaticos nao apresentam sinais clinicos e uma testagem periddica preventiva
dos animais € preconizada (KHALESI, 2007; SHEARER, 2008).

5.1HISTOPATOLOGICO

A observacgdo direta no microscopio (Figura 7) é o teste mais antigo para
diagnostico da PBFD. Nestas técnicas que utilizam microscépios o6ticos e
eletrbnicos, a vantagem é a possibilidade de visualizar o virus na forma de
corpusculos de inclusao intracitoplasmaticos, que medem cerca de 15 a 20 nm e
estdo presentes em leucocitos do baco, Bursa de Fabricius, foliculos das penas,
medula 6ssea e timo. Nos cortes histolégicos destes érgaos é possivel observar
edema e diminuicdo de leucdcitos circulantes. As limitacdes da histopatologia estédo
na pouca praticicidade do recolhimento do material necessario para analise. A
colheita € muito invasiva e a maioria delas s60 é possivel com um animal morto

(LATIMER et al., 1990).
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Figura 7. Aspecto histopatolégico dos corplsculos de incluséo viral na doenca do bico e das penas. Com as
coloragdes de HE (Hematoxilina e Eosina) a esquerda e imunoperoxidase a direita. A. Inglavio. B. Intestino
delgado, inclusGes intranucleares nos enterdcitos (setas). C. Medula 6ssea (setas). D. Células de Kupffer (setas)
do figado. E. Bursa de Fabricius. Fonte: LATIMER et al., 1990.
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5.2 HEMAGLUTINACAO E INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO (HA e HI)
Assim como a Influenza Aviaria e os paramixovirus, os circovirus também

tem a capacidade de aglutinar eritrocitos quando em contato com 0S mesmos
(KHALESI, 2007). De acordo com Shearer (2008), o diagnostico por hemaglutinacao
pode ser feito com eritrocitos de Cacatua de Goffin (Cacatua goffini) e Cacatua
Galah (Eolophus roseicapilla). O soro das aves possuem inibidores da
hemaglutinacdo de modo que essa técnica se torna pouco especifica (RAIDAL et al.,
2008).

A inibicdo da hemaglutinacdo é feita a partir de soro diluido adicionado ao
antigeno viral. Quando em contato com as hemécias, obtém-se uma titulacdo de
anticorpos presentes no soro devido a neutralizacdo do virus e auséncia da
hemaglutinacio. E possivel aferir com esta técnica se o resultado foi devido a um
falso positivo ou a presenca do virus (BONNE, 2009; RAIDAL et al., 2008).

As principais vantagens dos testes de HA e HI sao o custo e a possibilidade
de avaliar o estado da infeccdo no paciente, fornecendo valores quantitativos a
respeito da viremia. A relacdo da hemaglutinacdo nas penas e inibicdo da
hemaglutinacdo no sangue é inversamente proporcional. Aves negativas para testes
antigénicos podem apresentar resultado positivo para HI sugerindo uma relagdo com
a imunidade do animal, portanto, a inibicdo da hemaglutinacdo serve também como
um indicador do estado da doenca no paciente. Essa propor¢do inversa deve-se
provavelmente ao comprometimento do sistema imune pela PBFD, nestes casos 0

curso da doenca provavelmente sera mais grave (RAIDAL et al., 2008).

5.3 PCR
A PCR, ou Reacao em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction),

€ uma técnica de diagndstico que vem sendo utilizada cada vez mais devido a sua
alta sensitividade. Todas as etapas do processo devem ser cuidadosas e seguir um
fluxograma a fim de evitar contamina¢ées que comprometeriam o resultado. E o
meétodo mais utilizado para diagnostico de PBFD. Com a PCR podemos amplificar
fragmento de DNA desejado presente em bilhdes de cdpias sintéticas que serao
vistas posteriormente na eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. A técnica
da reacdo em cadeia da polimerase € mais precisa e especifica em comparacao
com a HA e HI (KHALESI, 2007).



26

O primeiro passo € a extracdo do material biolégico (Sangue, penas ou swab
cloacal) do paciente seguido da extracdo do DNA. A elaboracdo do mix, que
consiste em uma mistura de dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfatos), magnésio,
a DNA polimerase, primeiros oligonucleotideos previamente escolhidos, uma
solucdo tampdo e agua apenas para completar o volume de 23ul. O DNA extraido
da amostra é ent&o adicionado ao mix.

Os ciclos sdo divididos basicamente em trés etapas, temperatura de
desnaturacdo, de anelamento e de extensdo. Durante a desnaturacdo inicial, a
temperatura é elevada até cerca de 95 °C por 5 minutos. Nesta fase, as pontes de
hidrogénio sdo quebradas e as dupla-fitas de DNA se separam. Em seguida da-se o
inicio dos ciclos, variando entre 30 e 40 ciclos. Na etapa de anelamento, a
temperatura é determinada de acordo com os oligonucleotideos escolhidos, um
calculo é feito de acordo com a quantidade de adenina e timina, citosina e guanina
presente nos oligonucleotideos, varia de aproximadamente 50 °C a 60 °C, durante o
anelamento os oligonucleotideos vao se anelar nas fitas de DNA. A ultima fase de
cada ciclo € a extensdo, a temperatura € quase sempre a mesma, 72 °C, durante
esta fase a enzima DNA polimerase funciona na sua temperatura 6tima sintetizando
novas moléculas (RAIDAL et al.,, 2008). Cada ciclo produz sempre o dobro de
fragmentos do ciclo anterior de modo que a reacdo ocorre numa taxa exponencial,
amplificando em bilhdes de vezes o fragmento desejado (RAIDAL et al., 2008). Para
diagndstico da PBFD, geralmente usa-se os oligonucleotideos que replicam a regido
da ORF V1, responsavel pela replicagéo viral, existem algumas variacdes no gene
ORF V1, porém ndo sdo extensas o suficiente para acusar um falso negativo.
Oligonucleotideos que amplificam genes da cadeia complementar ndo produzem
resultados tdo consistentes. Khalesi (2007), descreve que a ocorréncia de falsos
negativos pode se dar a partir de amostras heparinizadas devido ao excesso de
material biolégico que pode interferir no resultado. Um procedimento de colheita de
material mal realizado, transporte inadequado ou devido a uma leucopenia severa,
neste caso ndo ha uma quantidade suficiente de células portadoras do DNA viral
necessarios para deteccdo. Alguns animais podem debelar a infec¢cdo e acusar um
falso positivo por cerca de trés meses devido a persisténcia de viribns que
permaneceram inativados neste periodo. O teste deve ser refeito trés a quatro

meses apds o término dos sintomas para confirmar que a ave ndo continua
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infectada, com isso minimizamos também o risco de contaminacdo cruzada da
amostra.

Atualmente, existe uma grande discrepancia nos laudos emitidos por diversos
laboratérios, Olsen e Speer (2009), avaliaram os valores de especificidade e
sensibilidade de cinco laboratérios e obtiveram os valores de 82% e 98%
respectivamente, os autores afirmam que a frequéncia de erros € muito alta em
alguns deles apesar da maioria ter obtido uma avaliacdo satisfatoria. A PCR tem
sido amplamente estudada para o desenvolvimento de novas técnicas de
diagnéstico. Katoh et al. (2010) cita a praticidade do RT-PCR (Real Time PCR), que
possui sensibilidade equiparavel a PCR convencional, esta técnica possibilita uma
guantificacdo dos virions presentes, fornecendo uma melhor compreensédo do grau

de infeccao do paciente.
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6. PREVENCAO, TRATAMENTO E CONTROLE
A vacina contra a PBFD feita a partir de virus inativado purificado das penas

de cacatuas com uma infeccdo cronica da doenca foi produzida e os resultados
obtidos foram satisfatorios e promissores. Porém essa seria uma estratégia inviavel
visto que seria necessario um plantel de aves infectadas como fonte de antigeno
para producdo de vacinas, 0 que além de muito perigoso do ponto de vista
epidemiologico, seria uma producdo muito onerosa além de eticamente incorreto
manter esses animais infectados propositalmente apenas para produzir vacinas
(BONNE, 2009). Este autor também discute os novos métodos alternativos para a
producdo de vacinas que vem sendo estudados, pois as técnicas convencionais de
cultivo celular para amplificacdo do virus da Doenca do Bico e das Penas nao
obtiveram os resultados esperados. Com o uso de baculovirus recombinante na
producdo de proteina do capsideo viral do BFDV foi demonstrado que a proteina
sintetizada possui propriedades similares as do virus original, incluindo morfologia,
atividade de hemaglutinacdo e habilidade de reagir com o0s anticorpos que
combatem o virus da PBFD. Em seu experimento, foram vacinadas cacatuas da
espécie Cacatua tenuirostris, o objetivo foi avaliar se as proteinas do capsideo viral
feitas a partir de baculovirus recombinante poderiam ser soroconvertidas e prevenir
a replicacdo e excrecdo do BFDV. Todas as aves desenvolveram titulos de
anticorpos apds a vacinacdo demonstrados através do teste de HI e nao
desenvolveram sintomatologia clinica da doenca apds a inoculacdo do agente. O
controle negativo ndo recebeu a vacina e ap0s a exposi¢do ao virus desenvolveram
pequenas lesdes nas penas, diminuicdo do po presente nas penas e lesbes no
penacho de penas presente no topo da cabeca desses animais, todos sinais
compativeis com a PBFD. A eficacia das vacinas produzidas € mais bem avaliada
gquando utilizados animais SPF (Specific-pathogen-free), que sado animais livre de
patdgenos especificos. Porém, existe uma grande dificuldade para obter espécies
selvagens SPF, especialmente as que estdo ameacadas de extingéo.

O tratamento da PBFD consiste basicamente em uma terapia de suporte,
limpeza e desinfeccdo do ambiente para evitar infecgbes secundarias. A
probabilidade de sucesso é pequena principalmente em infeccdes agudas. A

guarentena de aves recém-chegadas é fundamental antes de introduzi-las no
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plantel, bem como a limpeza, vazio sanitario, desinfeccdo de instalacdes antes de
utiliza-las novamente com outros animais e a triagem dos recém-chegados para
evitar a disseminacdo. E fundamental em qualquer tratamento a prevencdo contra
infecgbes secundarias que podem vir a atingir o paciente no decorrer da doenca
devido a imunossupressdo. A aspergilose € considerada a principal preocupac¢ao
para as aves imunossuprimidas, por se tratar de um agente encontrado normalmente
em qualquer ambiente, seu tratamento € demorado e dificil.

Khalesi (2007), relata os estudos e pesquisas que ja foram realizados para o
tratamento com interferon dmega felino tipo 1 e outro utilizando beta-(1,3/1,6)-
Dglucano. Neste segundo, os resultados foram encorajadores. Esta substancia é
extraida de algumas espécies de cogumelos, tem como funcdo a estimulacdo do
sistema imune das aves, auxiliando na eliminacao do virus.

Para as infec¢des secundarias agudas, antibioticoterapia utilizando drogas
de amplo-espectro deve ser feita em conjunto com fluidoterapia, alimentacéo
forcada, propiciar uma boa condicdo de ambiente para a ave, mantendo-as dentro
da zona de conforto térmico, humidade relativa do ar e livre de estresse (KHALESI,
2007). A higiene do ambiente é fundamental para o controle de enfermidades, no
caso da PBFD é na maioria dos casos a Unica forma de combater o agente. Devido
as suas caracteristicas morfolégicas o BFDV é facilmente inativado pela maioria dos
detergentes e desinfetantes comerciais (Department of the Environment and
Heritage, 2006).
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7. DIAGNOSTICO MOLECULAR DA PBFD NO HOSPITAL VETERINARIO DE
PEQUENOS ANIMAIS DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA

7.1RELATO DE CASO

Dois periquitos da espécie Psephotus haematonotus (Periquito-do-dorso-
vermelho) foram atendidos no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da apresentando queda das penas
h& aproximadamente trés meses, as aves estavam apaticas e agressivas, com
dificuldade respiratoria e espirros intermitentes. Inicialmente a suspeita foi de uma
pneumonia bacteriana, circovirose e sarna. Foram colhidas amostras de penas para
cultivo microbiolégico e feito um raspado de pele. O protocolo terapéutico
estabelecido inicialmente foi enrofloxacino 2,5% via intramuscular duas vezes ao dia
por sete dias, suplementacédo vitaminica adicionada a agua de bebida e ivermectina
via oral feita em duas doses com intervalo de sete dias entre cada uma. Um dos
animais morreu em poucos dias. Na necropsia a carcaca apresentava escore
corporal 2 (Escala de 1 a 5), com minima autolise. Acentuada diminui¢do do nimero
de penas difusamente distribuidas por todo o corpo (Asas, membros, térax e
cabeca), moderada descamacgdo da pele de ambos 0s pés, o bico apresentava a
extremidade moderadamente descamativa e esbranquicada. Nos 6rgdos internos
nao foram encontradas alteracfes dignas de nota. Na histopatologia foi observada
proliferacdo focalmente extensa da epiderme (Acantose), discreta proliferacdo da
camada cOrnea (Hiperqueratose ortoqueratética), moderado infiltrado multifocal de
linfocitos e raros heterofilos na derme superficial, discreta vacuolizacdo da
substancia branca multifocal (Status Spongiosus). Na cultura, isolamento e
antibiograma realizada nas penas, foram isolados Bacillus sp., Pasteurella sp. e
Staphylococcus sp. Apesar de nao ter sido encontrado corpusculos de incluséo viral
na histopatologia, os animais continuaram suspeitos de infec¢ao viral pelo BFDV
(Beak and Feather Disease Virus) pois estas alteracbes nem sempre sao
encontradas. Oligonucleotideos especificos para reconhecimento de um fragmento
do genoma do BFDV foram sintetizados (Invitrogen) para tentativa de diagnéstico
molecular da PBFD (Quadro 2). Para a reagéo de PCR foi colhido 3mL de sangue do
animal remanescente em tubo estéril com EDTA. A extracdo do DNA foi feita

segundo a recomendacao de kits comerciais utilizando 10 uL de sangue e o volume
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final (200 pL) completado com solugdo PBS (GE Healthcare). As amostras de DNA
extraido foram mantidas acondicionadas a -20°C até o momento da realizacdo da
PCR.

Visto que os psitacideos, com raras excec¢des, sdo animais monomorficos,
foi necessaria a realizacdo de PCR da ave para determinacdo do sexo (Quadro 2).
Este procedimento foi util também para excluir a presenca de possiveis inibidores da
reacdo durante o processo de extracdo de DNA; uma sexagem bem sucedida
confirma a extragdo. Para a reacdo da PCR as concentracdes dos reagentes da
mistura foram: 2,0 yL de DNA, 1X tampéo de PCR, 2 mM MgCl,, 1,2 mM de cada
oligonucleotideo, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 U de Tag DNA Polimerase. E
agua miliQ para um volume final de 25 pyL. Na etapa inicial, as amostras foram
incubadas a 95°C por 5 minutos para ocorrer a desnaturagcdo. Em seguida, as
amostras passaram por 35 ciclos de: 95°C por 30 segundos para desnaturacao da
fita de DNA, 54°C por 45 segundos para a hibridizacdo dos oligonucleotideos e 72°C
por 30 segundos para extensao das fitas. Ao término, foi realizada a extenséo final a
72°C por 5 minutos. Essa PCR pode gerar dois produtos finais com diferenca de
aproximadamente 200 pares de base, logo, quando foram observadas os dois
tamanhos de pares de base o periquito foi considerado fémea (ZW), caso houvesse
a visualizacdo de apenas um produto a ave seria macho (Z2).

Com a confirmacéo de uma extracdo adequada de DNA, foi feita a PCR para
PBFD no dia 08/11/2013. Foram utilizados os oligonucleotideos F1 e R1 e a
seguinte mistura de reagentes: 2,0 yL de DNA, 1X de tampéo, 2mM de MgCl,, 0,4
mM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo; 1U de Tag DNA
Polimerase e agua miliQ para um volume final de 25 uL. Para amplificacdo a mistura
foi submetida as seguintes condicbes: Uma fase de desnaturacdo a 95°C por 4
minutos, 35 ciclos de: 94°C por 1 minuto para desnaturacdo da fita de DNA, um
gradiente de temperatura de anelamento (51°C, 52°C, 53°C, 54,2°C, 55,2°C e 56°C)
para hibridizacdo dos oligonucleotideos e tentativa de estabelecer um protocolo de
especifico para esta PCR, 72°C por 1 minuto para a extensao das fitas e finalizando

com extensao a 72°C por 5 minutos.
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Gene/
Oligonucleotideos Nome Tamanho do
produto
GTTACTGATTCGTCTACGAGA 2550F CHD1-W 450pb
Sexagem
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG 2718R CHD1-Z 650pb
AACCCTACAGACGGCGAG PB F1
PBFD 717pb
GTCACAGTCCTCCTTGTACC PB R1

Quadro 2. Oligonucleotideos utilizados nas PCRs.
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7.2RESULTADOS
O periquito foi sexado como fémea, na figura 8 € possivel observar as

bandas correspondentes aos cromossomas Z e W, com a distancia de 200pb entre
eles (Figura 8).

650pb
450pb

Figura 8. Eletroforese da sexagem. 1: Marcador padréo (100pb); 2:Controle negativo; 3 e 4: Amplificacdo das
bandas correspondentes aos cromossomos Z (650pb) e Z (450pb).

Foi realizada a eletroforese em gel de agarose, concluindo o diagndstico
como positivo para o virus da doenca do bico e das penas. Na figura 9 observamos
na eletroforese as bandas correspondentes a 717pb, nas temperaduras de 51°C,
52°C, 53°C, 54,2°C. 55,2°C e 56°C (Da esquerda para a direita) ao lado de cada

banda o controle negativo (Figura 9).
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717pb

Figura 9. Eletroforese da PBFD. 1: Marcador padréo (100pb); 2, 4, 6, 8, 10 e 12: Amplificacdo da banda
correspondente a 717pb; 3,5, 7, 9, 11 e 13: Controle negativo das amostras 2, 4, 6, 8, 10, 12 respectivamente.
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8. CONCLUSAO
O Brasil é o0 pais com a maior quantidade e a maior variedade de espécies

de psitacideos do planeta, muitas destas espécies estdo ameacadas de extincao.
Fica claro o risco da PBFD na preservacdo das espécies brasileiras e a importancia
de se estudar a doenca e o quadro epidemioldgico atual em nosso pais bem como o
desenvolvimento de novas pesquisas visando a producdo de vacinas e planos de

erradicacdo da doengca em nosso territorio.
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APENDICE
Animal experimental, periquito-do-dorso-vermelho (Psephotus

haematonotus).




