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RESUMO

Poxvirus € o causador de uma doenca infecciosa cutanea que acomete mamiferos e
aves. Este trabalho tem por objetivo descrever a ocorréncia de Poxvirus em aves e
suinos no sul do Brasil. O primeiro estudo ocorreu em um criatério comercial de
passeriformes e psitacideos que apresentava 2.000 aves e houve a morte de 200
psitacideos. O quadro clinico iniciou com infec¢ao unilateral ou bilateral em palpebras,
anorexia, emagrecimento e 6bito em aproximadamente 10 dias. Na necropsia de 65
psitacideos observou-se nodulacdes recobertas por crostas em palpebra unilateral
(36/65) ou bilateral (5/65) que ocluia parcialmente ou totalmente o globo ocular, em
bico (18/65), em membro pélvico (2/65) e cavidade oral (2/65). No exame
histopatolégico, em conjuntivas, pele da regido do bico, pele do membro pélvico e
mucosa oral havia hiperplasia do epitélio multifocal ou difusa de discreta a acentuada
associado a corpusculos de inclusdo intracitoplasmético eosinofilico. O segundo
estudo ocorreu em quatro propriedades com criacdes de suinos de subsisténcia que
foram acometidas por lesdes crostosas proliferativas cutaneas. O numero de suinos
afetados foi de 14, 9, 21 e 2 respectivamente nas propriedades 1, 2, 3 e 4. Na
macroscopica observou-se lesdes eritematosas e crostosas, de aspecto crateriforme
nas regides dorsal, ventral, membros, face, orelhas e focinho, associadas a prurido
intenso. Na histopatologia constatou-se dermatite ulcerativa pustular proliferativa com
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos. Realizou-se imuno-
histoquimica com anticorpo policlonal Vaccinia Virus com marcagdo positiva no
citoplasma de células epiteliais para Poxvirus em um suino. Fragmentos de pele
congelados foram submetidos a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
Suipoxvirus utilizando como alvo as sequéncias FP-DNApol / RP-DNApol e o
sequenciamento pelo método Sanger e andlise filogenética através do programa
Megall. A PCR foi positiva para SWPV em trés amostras. A analise filogenética
revelou uma similaridade de 75% com cepas de SWPV que circulam pelo Brasil. Em
ambos 0s surtos, as lesdes macroscopicas sdo caracteristicas da forma cutanea de
Poxvirus e as lesfes histolégicas com a presenca dos corpusculos de inclusdo sédo

patognomonicos da enfermidade.

Palavras chaves: Suipoxvirus. Avipoxvirus. Patologia. Doenca infecciosa.
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ABSTRACT

Poxvirus is the causative agent of a cutaneous infectious disease affecting
mammals and birds. This study aims to describe the occurrence of Poxvirus in
birds and swine in southern Brazil. The initial investigation took place in a
commercial breeding facility for passerines and psittacines, housing 2,000 birds,
where 200 psittacines died. Clinical signs began with unilateral or bilateral eyelid
infection, anorexia, weight loss, and death occurring approximately 10 days later.
Necropsy of 65 psittacines revealed nodules covered with crusts on unilateral
(36/65) or bilateral (5/65) eyelids partially or totally obstructing the eye globe, on
the beak (18/65), pelvic limb (2/65), and oral cavity (2/65). Histopathological
examination of conjunctiva, beak skin, pelvic limb skin, and oral mucosa showed
mild to severe, multifocal to diffuse epithelial hyperplasia, associated with
eosinophilic intracytoplasmic inclusion bodies. The second study took place in
four subsistence pig farms affected by proliferative crusty skin lesions. The
number of affected pigs was 14, 9, 21, and 2 respectively in farms 1, 2, 3, and 4.
Macroscopically, erythematous and crusty lesions with a crater-like appearance
were observed on the dorsal, ventral, limb, facial, ear, and nasal regions,
associated with intense itching. Histopathology revealed proliferative ulcerative
pustular dermatitis with eosinophilic intracytoplasmic inclusion bodies.
Immunohistochemistry using a polyclonal antibody against Vaccinia Virus
showed positive imunostaining in the cytoplasm of epithelial cells for Poxvirus in
one pig. Frozen skin fragments were subjected to polymerase chain reaction
(PCR) for Suipoxvirus targeting the FP-DNApol / RP-DNApol sequences,
followed by Sanger sequencing and phylogenetic analysis using Megall
software. PCR testing was positive for SWPV in three pigs. Phylogenetic analysis
revealed a 75% similarity with SWPV strains circulating in Brazil. In both
outbreaks, the macroscopic lesions are characteristic of the cutaneous form of
Poxvirus, and histological lesions with the presence of inclusion bodies are

pathognomonic for the disease.

Keywords: Suipoxvirus. Avipoxvirus. Pathology. Infection disease.
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1 INTRODUCAO

Devido ao potencial econémico gerado pela producédo de carne suina e de aves
o monitoramento de doencas infectocontagiosas € fundamental devido ao impacto
econdmico que determinadas doencas podem causar. Destacam-se, doencas
papulares, hemorragicas e vesiculares em animais de producéo, estas, que possuem
relevancia sanitaria, econémica e de saude publica, e devem ser diferenciadas de
febre aftosa (EBLING, 2022). Dessa forma, as doencas vesiculares séo
caracterizadas por vesiculas em pele ou mucosa, e as doencas papulares, sdo
caracterizadas por papulas, macroscopicamente sao dificeis de diferenciar, por isso,
ambas devem ser tratadas como diagnéstico diferencial (CAETANO et al., 2016). O
estado de Santa Catarina € livre de febre aftosa, sem vacinacdo (BRASIL, 2022). O
suino é a espécie que possui grande suscetibilidade para a ocorréncia da doenca
(MUNIZ et al., 2023). Sendo assim, Santa Catarina deve passar por monitoramentos
constantes de vigilancia referente a este grupo de doencas vesiculares, pustulares e
papulares, visto que, pode acarretar inUmeros prejuizos econdmicos, pois 0
diagndstico causa restricdes na exportacdo da carne a diversas paises.

O Brasil estd em primeiro lugar no ranking de exportacdes de carne de frango
(ABPA, 2022). Os sistemas intensivos de producédo de aves tém alto potencial de
disseminacao de patdgenos nos lotes. Para garantir o crescimento da area avicola, a
adocao de medidas preventivas de biosseguridade se torna necessario, para controlar
e prevenir as doencas (EMBRAPA, 2022).

As aves silvestres de vida livre ou as que sdo mantidas em cativeiro, estao
sujeitas a desenvolver doencgas infecciosas (LOVATO & SANTOS, 2014). De acordo
com o habitat ou origem dessas aves, ou seja, de vida livre, cativeiro ou apreensao
de trafico ilegal, os fatores e as etiologias de doencas que as acometem podem variar.
O interesse no diagnostico de doencgas em aves silvestres e exoticas tem crescido. A
justificativa para tal é a criacdo dessas aves como animais de companhia, bem como
a implementagao de Organizagdes ndo governamentais (ONG’s) para a conservagao
de espécies ameacadas de extincdo, e também pelo aumento do numero de
apreensdes de animais provenientes trafico ilegal (SANTOS et al., 2008).

A conservagdo de aves silvestres mantidas em cativeiro reune condi¢des que
favorecem a disseminacao das doencas infecciosas (MATTES et al., 2005). As formas

mais frequentes de transmissédo em criacdes avicolas sdo por meio da introducéo de
13
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aves doentes ou portadoras de patdégenos, o contato com fomites como calcados e
botas, agua de ma qualidade, presenca de roedores e de outros animais sinantrépicos
(SALLE & SILVA, 2000). A intensa visitagdo do recinto é provavelmente um dos
maiores fatores de risco sanitario para as aves alojadas em criatorios comerciais. No
entanto, este fator ndo pode ser modificado em funcéo da finalidade do local (MATTES
et al., 2005). As enfermidades infecciosas representam mais da metade das causas
de Obito entre as aves (MATTES et al., 2005).

Aves selvagens e exoéticas mantidas em cativeiro podem ser uma fonte de
disseminacéao para as aves de producdo. Dessa maneira, 0 estado de Santa Catarina
se destaca na producéao avicola, sendo o segundo maior estado na producao de carne
de frango no Brasil (EMBRAPA, 2022). A carne de frango € o principal produto da
pauta de exportacbes de Santa Catarina, devido ao status sanitério diferenciado,
sendo um diferencial para os mercados mais exigentes do mundo (CIDASC, 2023).
Assim, com a modernizacéo na indUstria suina e avicola, surge a necessidade de uma
atencdo dos plantéis, principalmente pelo fato dessas criacbes serem em sistema
intensivos com alta densidade de animais (MELO et al., 2018). Sendo assim, uma
situacdo favoravel para a multiplicacdo, disseminacdo e perpetuacdo de varios
patdgenos, seja bacteriano ou viral, além de ocorréncia de surtos de enfermidades
que acarretam em prejuizos econémicos (SKINNER, 2008). As medidas de
biosseguridade sdo importantes para evitar a entrada desses patdégenos. Um virus
que se destaca por ter alta de morbidade em animais € o virus da variola, o Poxvirus.
A variola é uma enfermidade erradicada ao homem (COSTA et al., 2023). Em animais
€ uma doenca, de distribuicdo mundial. Esta doenca causa baixo desempenho,
acarretando a uma baixa conversédo alimentar devido as lesdes cutaneas (BORETTI,
2006).

Poxvirus pertencem a familia Poxviridae, infectam diversas espécies de
vertebrados e invertebrados e sdo os maiores virus existentes (STOTT, 2003). Todos
os Poxvirus dos vertebrados sao epiteliotrépicos e ttm em comum a propriedade de
produzir enfermidades que acometem tipicamente a pele. Nas aves, as doengas
diferem das observadas nos mamiferos pela predominancia de lesdes proliferativas
em relacdo as sequéncias das lesdes cutaneas que sao constituidas por papula
eritematosas, progredindo para pustulas umbilicadas, sem estagio vesicular, seguido
por crosta e cicatriz (HARGIS & GINN, 1998; LEWIS-JONES, 2004; STOTT, 2003).

14
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a ocorréncia de Poxvirus em aves e suinos no sul do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever os aspectos epidemiologicos e clinicos da infeccéo por
Poxvirus em aves e suinos;

b) Caracterizar as lesdes macroscopicas e histologicas da infecgéo
por Poxvirus nas aves e nos suinos;

C) Realizar reacdo da cadeia da polimerase (PCR) e imuno-

histoquimica para Poxvirus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO

Poxvirus € um virus de origem evolutiva antiga, existente ha centenas de
anos, responsavel pela doenca conhecida como variola. Esta enfermidade € comum
ao homem quanto em animais, e apresenta distribuicio mundial (LEVI & KALLAS,
2002). Se especula que os primeiros relatos de Poxvirus foi em humanos, ocorrido
apos 0s primeiros assentamententos agricolas, por volta de 10.000 anos A.C.
(MCNEILL, 1976). Porém outros relatos descrevem a evidéncia de variola quando a
doenca se tornou mais proeminente devida a concentracéo populacional nas grandes
cidades por volta de 1.500 A.C. , ao longo dos vales dos rios Nilo (Egito), Tigre e
Eufrates (Mesopotamia), Ganges (india), Rio Amarelo (Huang He) e Rio Vermelho
(Lud) localizados na China (JEZEK et al., 1986; FENNER et al., 1988; LEFKOWITZ
et al., 2006). A primeira vacina da histéria, feita por Edward Jenner em 1796, foi
primeiramente produzida a partir de uma cepa natural de um Poxvirus, Cowpoxvirus,
causador da variola bovina. Posteriormente, o virus da vaccinia, do género
Orthopoxvirus, foi utilizado como agente de imunizagdo contra a variola humana,
contribuindo para a erradicacao global dessa doenca viral em 1980 (CANAL & DIEL,
2017).

A bouba aviaria foi uma das primeiras doencas de interesse veterinario a
serem descritas, devido a facilidade de deteccdo das lesbes macroscopicas e
associa-las a causa (HEUSINGER, 1844; VAN RIPER & FORRESTER, 2007).
Relatos né&o publicados de surtos, nos quais lesdes descritas de maneira muito
semelhante as observadas em casos de Bouba Aviaria, sugerem que essa
enfermidade pode ter sido introduzida em aves domésticas antes do século XX
(WILKESKI, 2004). A primeira evidéncia foi descrita por Bollinger em 1873, que
visualizou em seus achados microscépicos de células infectadas por um Avipoxvirus
inclusdo citoplasmatica eosinofilica caracteristica em células epiteliais, e que é
considerado lesao patognomonica da enfermidade. O achado foi considerado pioneiro
por conseguir realizar a associacdo precoce das infeccbes antes mesmo da
implementacéo de técnicas como isolamento viral (BOLLINGER, 1873 apud MOHAN
& FERNANDEZ, 2008). No periodo p6s Segunda Guerra Mundial, a microbiologia e a

patologia animal avancaram significativamente com auxilio de microscopios
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eletrénicos, ampliando os estudos relacionados a patogénese de diversas doencas
infecciosas, incluindo aspectos relacionados a Bouba Aviaria. O poxvirus aviario afeta
mais de 230 espécies de aves, tanto selvagens quanto domésticas (BOLTE et al.,
1999). Em suino o virus foi descrito pela primeira vez em 1842, na Europa (MOHANTY
& DUTTA, 1981).

3.2ETIOLOGIA

Poxviridae sdo os mais complexos e maiores virus DNA, que causam infec¢cao
de células em hospedeiros animais. Esses sdo capazes de se multiplicar no
citoplasma das células de hospedeiros, tanto invertebrados quanto vertebrados. Este
virus é envelopado com forma ovoide, cuja suas dimensfes podem variar de 220-
450nm por 140-260nm. O genoma €é composto de uma molécula de acido
desoxirribonucleico (DNA) de fita dupla linear, com extremidades covalentemente
unidas em alca (ESPY et al., 2002; MOSS, 2006). Ao contrario da maioria dos virus
DNA, Poxvirus se replicam no citoplasma e codificam enzimas e outras proteinas que
permitem a expressao e a replicacdo do genoma, a montagem dos virions e a
resisténcia as defesas do hospedeiro (MOSS, 2007).

A familia Poxviridae se divide em duas subfamilias: a subfamilia que causa
infeccdo nos invertebrados € Entomopoxvirinae. Os componentes desta subfamilia
sdo encontrados em insetos das ordens Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e
Orthoptera e apresentam os maiores genomas dessa familia (MOSS, 2001).0s virus
gue causam infec¢do em vertebrados sédo agrupados na subfamilia Chordopoxvirinae,
sendo subdivididos em oito géneros: Avipoxvirus, contém alguns virus aviarios como
Canarypox e Fowlpox; género Suipoxvirus, o virus de suinos com estreito espectro
de hospedeiro; género Parapoxvirus os virus Orf e Pseudocowpox, género
Capripoxvirus, virus de animais ungulados que podem ser transmitidos por
artrépodes; género Leporipoxvirus, virus de esquilos e coelhos como Myxoma virus;
Molluscipoxvirus, o virus Molluscum contagiosum, o qual causa infeccdo em seres
humanos causando displasias celulares; género Yatapoxvirus, virus de roedores e
primatas e, por ultimo, o género Orthopoxvirus, virus que sao responsaveis por causar
infeccdo em humanos, animais de interesse veterinario e animais silvestres
(MEDEIROS-SILVA et al., 2003).
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3.3 EPIDEMIOLOGIA GERAL DOS POXVIRUS

A ocorréncia de doencas causadas por Poxvirus é distribuida mundialmente, e
acomete diversos animais, além disso, a infeccdo do virus pode causar prejuizo
econdmico, quando associada a condicfes precarias de higiene (CARGNELUTTI et
al., 2012). Poxvirus sao virus epiteliotropicos e causam lesfes cutaneas e sistémicas
em mamiferos e aves, além de ter uma alta morbidade, e baixa letalidade (BEER,
1999; BARLOW & GRIST, 2000). O virus infecta os animais por transmissao de
contato direto e indireto, por vetores mecanicos na transmissdo do virus, e com
disseminagéo lenta entre os animais (CANAL, 2007).

Nesse sentido, a complexidade e tamanho do genoma possibilitaram aos virus
da familia Poxviridae o desenvolvimento de um repertério importante de genes
capazes de modular a resposta do hospedeiro. Isso porque os genes localizados
terminalmente no genoma desses virus tendem a ser mais variaveis e incluem genes
codificadores de fatores envolvidos na subversdo do sistema imune do hospedeiro
(MOSS, 2007). No caso dos Poxvirus, genes de modulacdo das respostas do
hospedeiro representam mais de 50% do genoma total (ALCAMI & KOSZINOWSKI,
2000).

A infeccdo ocorre por via cutanea ou respiratOria, e possui 0 acesso a circulacao
sistémica do animal, porém, quando utilizada a vacina como forma de adquirir o virus,
a multiplicacdo pode levar a entrada direta no sangue e a viremia primaria. A viremia
secundéaria faz a disseminacéo do virus, que volta para a camada espinhosa da pele
e dependendo para outros 6rgdos. Assim, esse virus causa no epitélio alteracdes
primeiramente degenerativas e lesfes vesiculares tipicas, que pode, em alguns casos
levar a isquemia secundaria devido ao dano vascular causado pela multiplicacao viral
nas ceélulas endoteliais. As infeccbes por alguns géneros do Poxvirus podem causar
lesbes proliferativas, devido ao gene de varios destes virus (Figura 1), que possui
similaridade significativa com fatores de crescimento epiteliais (MAULDIN &
KENNEDY, 2016).

A multiplicacdo do micro-organismo ocorre no local da inoculagéo e pode ficar
restrito ao local se for uma cepa de baixa viruléncia. Tais fatores como desnutricéo e
estresse podem contribuir para o desenvolvimento da doenca (QUINN et al.,

2005). Apos a inoculacao viral no epitélio do hospedeiro ocorre a sintese de um novo
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virus, sendo esta sintese dividida em duas fases, a primeira fase, nas primeiras 72
horas ocorrem a sintese de DNA viral acompanhada de hiperplasia epitelial entre 36
e 48 horas po6s-infeccdo, sendo o inicio da sua multiplicacdo entre 12 e 24 horas. A
segunda fase entre 72 a 96 horas consiste em um tempo latente com areas de
viroplasma no citoplasma rodeados por membranas incompletas (MOSS, 2006;
DAMON, 2007). Em seguida tem a condensacéo das particulas e aquisicdo de uma
membrana externa adicional para se tornar virions incompletos. Durante esse
processo ocorre a produc¢do do corpusculo de incluséo intracitoplasmatico eosinofilico
(corpusculo de Bollinger), observado na microscopia (VAN RIPER; FORRESTER,
2007).

Figura 1. Estrutura esquematica do genoma de um Poxvirus. Sequéncias unicas
formam a regido central composta por uma molécula de DNA dupla fita complementar.
As regifes terminais sdo repetidas em orientacdo inversa e se unem entre si,

formando a continuidade da molécula de DNA.

Repoticho invertda Sequiéncias unicas Repebcho invertda

.« - - —— s
10 kbp 160 kbp 10 kbp
Sequéncias repetidas Sequéncaas repetdas
— - —

0.9 kg 1.3 kbp 13kbp 0.9 kix

Fonte: Canal e Diel, 2007.

Dentre os sinais clinicos mais evidentes estéo febres, apatia e perda de apetite,
porém esses sinais podem passar despercebidos por serem passageiros. Observam-
se erupcdes maculares arredondadas e avermelhadas em areas da pele desprovidas
de pelos (ROEHE; BRITO, 2012). Dessa forma, para o diagnostico das infec¢des por
Poxvirus se faz a associacdo do quadro clinico e epidemiolégico com as lesdes
histol6gicas caracteristicas (MAULDIN & KENNEDY, 2016).

O virus é bastante resistente ao meio ambiente, ao calor, resistindo a 100°C
por até 10 minutos, resistente a dessecacao. Devido a estrutura de seu envelope viral
e composicado de suas proteinas e acidos nucleicos se torna sensivel a luz solar
ultravioleta e a desinfetantes comuns, como hipoclorito e iodofor (ROEHE; BRITO,
2012).
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3.4 POXVIRUS EM SUINOS

Suipoxvirus (SWPV), membro exclusivo do género suipoxvirus, € o
responsavel pela variola dos suinos, doenca que ocorre mundialmente e esta
associada com condi¢des sanitarias precarias (HOUSE & HOUSE, 1994). A variola
suina pode afetar suinos de todas as idades, porém, € mais grave em animais jovens
(0 a 4 meses de idade) onde a morbidade pode chegar a 100% (HOUSE & HOUSE,
1994; MUNZ & DUMBELL, 1994; BARLOW & GRIST, 2000).

Apds um periodo de incubacdo de 3 a 7 dias, a doenca apresenta
manifestacdes clinicas de febre, prostracdo, hiporexia e ericamento dos pelos (BEER,
1999). Na pele, principalmente nas regides abdominal e inguinal podendo espalhar-
se pela cabeca (orelhas e focinho), aparecem inicialmente areas puntiformes
avermelhadas que se transformam em péapulas, convertendo-se em pustulas
amareladas que secam e originam crostas crateriformes que se desprendem
deixando uma zona cicatricial em torno de 15 a 20 dias (FENNER et al., 1992; BEER,
1999; BARLOW & GRIST, 2000; RADOSTITIS et al., 2002). Entretanto, em animais
criados em instalacbes com baixa qualidade higiénica, geralmente predispbem a
infeccbes secundarias bacterianas e parasitarias (BERSANO et al. 2003, MEDAGLIA
et al. 2011).

Suinos portadores podem transmitir o virus para novos animais introduzidos no
rebanho (RADOSTITS et al., 2002). A taxa de mortalidade pode chegar a 3% e nos
recém-nascidos pode variar entre 14 a 50% e, devido a longa duracdo da doenca, 0s
animais tém seu desenvolvimento retardado, gerando consideraveis perdas
econdmicas nas granjas produtoras de leitbes (BEER, 1999; BARLOW & GRIST,
2000).

3.4.1 PATOGENIA

A infecc@o ocorre por abrasdes na pele, quando o virus é inoculado por via
percutanea, ele replica nas células epiteliais do estrato espinhoso da epiderme. Em
seguida, se dissemina pelos 6rgéaos linfoides, multiplicando-se e alcancando a pele,
causando as lesdes caracteristicas da doenca apos um periodo de incubacéo de 4 a

5 dias. As lesdes evoluem e se disseminam pela pele, com o tempo, formam-se
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crostas que eventualmente se desprendem, deixando uma area cicatricial
(BARCELLOS; OLIVEIRA, 2012; ROEHE; BRITO, 2012).

Na fase aguda da doenca, o virus pode ser detectado nas secre¢fes nasais,
oculares e salivares. Fémeas gestantes que contraem a doenga podem dar a luz a
fetos congenitamente infectados, que podem manifestar febre e anorexia. O curso da
doenca é de 3 a 4 semanas, e ap0s a recuperagcdo, 0os animais desenvolvem uma
imunidade duradoura contra o virus (ROEHE; BRITO, 2012).

3.5 POXVIRUS EM AVES

A bouba aviaria ou variola aviaria € uma das enfermidades de aves mais
comuns e afeta tanto espécies domésticas como silvestres, podendo atingir aves de
qualquer idade, apesar de ser mais comum e grave nas jovens (EO et al., 2011). Pode
infectar aves de todas as espécies, tendo sido descrito em mais de 232 espécies em
23 Ordens de aves (BOLTE et al., 1999). A doenca tem duas formas, a cutanea e a
diftérica, porém, aves infectadas podem apresentar os dois tipos da doenca
simultaneamente ou em alguns casos podem manifestar formas incomuns de lesdes,
como lesdes em figado e rins, Ulceras em corneas (METE et al., 2001). A forma
cutdnea € a mais comum nos surtos, as aves apresentam além das lesfes cutaneas,
reducdo no ganho de peso ou perda na producéo de ovos (BERCHIERI & MACARI,
2000).

As localizagbes mais comuns das lesdes sdo em regides desprovidas de
penas. Esse é um fator que pode estar associado aos locais preferenciais de picadas
de alguns artrépodes transmissores do virus (VARGAS et al., 2005). Os mosquitos
sdo considerados importantes vetores para a propagacao do poxvirus (MOHAN et al.,
2008). A transmissdao se da quando 0os mosquitos se alimentam de uma ave infectada
ou lesédo contaminada, em seguida, alimentam-se de aves saudaveis, transmitindo o
virus. Vale ressaltar, que a transmissao do virus por acaros, aerossois, contato direto
entre animais ou a ingestdo de agua e alimentos contaminados também sdao
importantes formas de propagacao da doenca (PLEDGER, 2005).

A forma Uumida ou diftérica ocorre principalmente quando as aves inalam ou
ingerem particulas virais presentes no ambiente, resultando na infecgdo do trato
respiratério e digestivo superior. Isso leva a formagdo de lesbes diftéricas na

membrana mucosa da boca, lingua, esdfago e traqueia, comprometendo a
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alimentacdo e a respiracdo das aves. Essas lesfes podem causar inanicao,
desidratacdo e, em casos graves, levar a morte por asfixia. Essa forma de
apresentacao ocorre com maior frequéncia em criagbes com alta densidade
populacional, e a taxa de mortalidade tende a ser mais elevada (PANDYAN et al.,
2022; WAZIRI & SAIDU, 2022).

A Bouba aviaria em espécies de aves selvagens pode produzir varios efeitos
negativos, incluindo predacéo elevada entre as aves afetadas, infec¢cées secundarias,
trauma, reducdo do sucesso de acasalamento dos machos e morte. Além disso, é
mais comum acometer principalmente os passeriformes na forma cutanea. Essas
lesBes tém aspecto nodular e proliferativo, surgindo principalmente nas regiées sem
penas, ou seja, has narinas, na base do bico e membros pélvicos (SMITS et al.,
2005). Essa forma € a apresentacao classica da doenca, ocorrendo pela transmissao
mecanica do virus através da picada de insetos.

O estilo de vida das aves selvagens permite que a poxvirose aviaria alcance
novos hospedeiros por meio da migracao de aves, introducao de espécies e mudanca
de habitat. A variola aviaria foi identificada como um importante fator de risco na
conservacao de populacdes pequenas e ameacadas, particularmente em espécies de
aves insulares (MOHAN et al., 2008).

3.5.1 PATOGENIA

Existe uma significativa variacdo genética entre os Poxvirus, em especial no
género Avipoxvirus, fazendo que ocorra uma variacdo referente ao periodo de
incubacao do virus. A replicacéo do virus se inicia, logo que ocorre a invasao da célula
hospedeira, sendo que o virus é capaz de induzir mudancas no metabolismo celular
gue sao importantes para sua sobrevivéncia e disseminacao para outras células. A
replicacdo do genoma viral comeca entre 12 a 24 horas ap0s a infeccdo e atinge seu
pico apds 72 horas. Isso ocorre rapidamente devido ao fato de Poxvirus possuirem
em seu DNA toda a maquinaria necessaria para sua replicacéo, dispensando 0 uso
dos componentes da célula hospedeira (BULLER & PALUMBO, 1991). As primeiras
36 horas sao marcadas por intensa resposta inflamatéria com hiperplasia celular que
cessa apos 96 horas de infeccédo. A partir dai tem-se inicio a fase de producao de
proteinas virais e montagem de particulas virais maduras que se disseminam ao
deixarem a célula hospedeira por meio de brotamento ou lise (BULLER & PALUMBO,
1991; TRIPATHY & REED, 2017).
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O periodo de incubacédo do virus pode variar conforme a estirpe viral e a
espécie hospedeira, geralmente variando de quatro a dez dias em galinhas e perus,
e em média apenas quatro dias em canarios. O curso da infec¢do, quando leve, até a
cicatrizacdo completa das lesdes, dura em média de trés a quatro semanas, podendo
ser prolongado em casos mais graves (TRIPATHY & REED, 2017).

Proteinas semelhantes ao fator de crescimento epidérmico sdo apontadas
como supostamente precursoras da proliferagéo do tecido acometido e replicagéo do
virus pelo organismo, como o gene T10, responsavel por codificar uma proteina
expressa naturalmente em grandes quantidades em células epiteliais do trato
respiratorio e trato digestivo superior. Um gene homélogo ao gene T10 foi apontado
como essencial para inicio e manutencdo da patogénese na forma diftérica da
enfermidade (AFONSO et al., 2000; LUSCHOW et al., 2004).

3.6METODOS DE DIAGNOSTICOS

O diagndstico pode ser clinico, histopatolégico, isolamento viral, molecular,
imuno-histoquimico e sorologia. O diagndstico clinico é realizado pelo historico, sinais
clinicos e lesbes, sendo confirmado por técnicas laboratoriais como a histopatologia,
sendo considerado o exame padrédo ouro (JOSHI et al., 2012; ECHENIQUE et al.,
2016; DHARANESHA et al., 2020), pode ser realizado ainda, imuno-histoquimica
(BEYTUT & HALIGUR, 2007), isolamento viral (HERNANDEZ et al., 2001), ELISA
(MOCKETT et al., 1987) e a técnica molecular de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (KUNERT-FILHO et al., 2016).

3.6.1 HISTOPATOLOGIA

Para a investigacdo de poxvirose, € imprescindivel a coleta de fragmentos de
pele, sendo fundamental para realizacdo de diversos exames, incluindo o
histopatolégico, molecular e imuno-histoquimico (BERSANO et al., 2003).

O diagndéstico histopatologico é realizado das lesdes cutaneas e/ou diftéricas.
A principal caracteristica das lesGes por Poxvirus é a hiperplasia epitelial com
corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticos eosinofilicos (BERCHIERI & MACARI,
2000). Os corpusculos de inclusdo podem estar presentes em diferentes estagios da
infeccédo, levando a degeneracéo celular, podendo observar também aglomerados de

células epiteliais (TAGELDIN et al., 2006). Histologicamente, as lesdes por Poxvirus
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iniciam com hipertrofia citoplasmatica e vacuolizacdo da epiderme, afetando as
células do estrato espinhoso (HARGIS; GINN, 2013).

3.6.2 MOLECULAR

Técnica de biologia molecular tem elevada sensibilidade e especificidade para
a deteccdo do Poxvirus (FATUNMBI et al., 1995). O PCR é uma técnica que amplifica
sequéncias de DNA utilizando primers especificos, por exemplo, como alvo o gene da
DNA Polimerase sendo utilizado em casos como de variola suina, amplificando pelas
sequéncias dos primers sdo FP-DNApol e 0 RP-DNApol (OLINDA et al., 2016). A
sequéncia dos fragmentos de DNA amplificados é realizada para deteccdo e
caracterizacdo molecular do agente viral (LUSCHOW et al., 2004). Essa técnica se da
pela necessidade de pequena quantidade de amostra e seguranca no resultado
(TRIPATHY & REED, 2008).

3.6.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica fornece uma ferramenta Uutil no diagndstico de
infecgbes por Poxvirus devido a sua capacidade de detectar antigenos virais
especificos nos tecidos afetados. Esta técnica utiliza anticorpos marcados com
enzimas ou fluoréforos que se ligam aos antigenos virais presentes nas células dos
hospedeiros. Isso permite uma identificagé@o precisa do virus nos locais das lesdes
(MOLINA-RUIZ et al., 2015). A imunomarcacao positiva destaca o tipo esférico de
corpusculos de inclusbes intracitoplasmaticos dentro das células epiteliais
afetadas. Além da epiderme afetada, os corpusculos de inclusdes
intracitoplasmaticas também estdo presentes no epitélio folicular (BAYER-
GARNER, 2005).

3.6.4 ISOLAMENTO VIRAL
O isolamento viral pode ser feito tanto em inoculagdo em ovos embrionados
como em cultivos celulares embrionarios de aves, como fibroblastos, células renais,
células da derme. O virus pode ser isolado a partir do inéculo preparado por meio da
maceracao e tratamento das lesdes cutaneas ou diftéricas de animais infectados. A
solucdo contendo o macerado deve ser centrifugada a baixa rotacdo e entdo
adicionada de antibidticos para que nd@o haja morte embrionaria por infecgcéo

bacteriana (TRIPATHY & REED, 2013). A inoculacdo em membrana corioalantdide
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dos ovos embrionados SPF (Specific Pathogen Free) deve ser feita em ovos de nove
a doze dias de idade e esses devem ser incubados a 37°C por cinco a sete dias. Apés
esse periodo é possivel observar as lesdes pontuais em forma de placas e
espessamento da membrana devido a replicacao viral (OIE, 2016).

3.6.5 SOROLOGIA

Exame soroldgico visa a deteccdo de anticorpos contra o virus. A técnica de
hemaglutinagdo passiva € um teste de sensibilidade, e a detec¢do de anticorpos
ocorre ja em estadios iniciais da infeccao (Tripathy & Reed, 2013). Dentre os exames
citados, o de escolha para deteccdo precoce de anticorpos, tanto por sua maior
sensibilidade quanto pela capacidade de deteccdo precoce, e que varia entre sete e
dez dias ap0s infeccdo, € o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) (MOCKETT et
al., 1987; ISA et al., 2002).
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4 Surto de Poxvirus em Psittaciformes mantidos em cativeiro no Sul do

Brasil

RESUMO

A bouba aviaria € uma enfermidade infecciosa, que acomete aves domeésticas e
selvagens. O agente etiologico € Poxvirus e ha duas formas clinicas: cutanea e
diftérica. Um criatério localizado em Sao José dos Pinhais, PR apresentava 2.000
aves entre Canarios, Agapornis, Ring Neck, Diamante-de-Gould, Red Rumped,
Roselas, Pintassilgos, Amadinas e Mandarim. Apds a aquisicdo de Agapornis, de um
criatorio de Sao Paulo, foi observado lesbes oculares inicialmente em Agapornis, apés
em Roselas e Red Rumped, com 6bito de 200 aves, sendo as Roselas as mais
afetadas com 70 6bitos de 100 aves existentes no criatério. O quadro clinico iniciou
com infeccdo unilateral ou bilateral em palpebra, anorexia, emagrecimento e 6bito. O
tempo médio de evolucao da doenca era de aproximadamente 10 dias. Na necropsia
de 65 aves observou-se nodulacdes recobertas por crostas em palpebra unilateral
(37/65) ou bilateral (5/65) que ocluia parcialmente ou totalmente o globo ocular, em
bico (11/65), em membro pélvico (2/65) e cavidade oral (2/65). No exame
histopatolégico, em conjuntivas, pele da regido do bico, pele do membro pélvico e
mucosa oral havia hiperplasia do epitélio multifocal ou difusa de discreta a acentuada
associado a corpusculos de incluséo intracitoplasmatica eosinofilica, além de necrose
da mucosal/epiderme focalmente extensa a multifocal e infiltrado de heterdfilos,
macrofagos, linfécitos e plasmacitos de discreto a acentuado. Devido ao histérico
sugere-se que houve disseminacdo do Poxvirus pelo novo lote de Agapornis
adquirido. Esse virus é espécie-dependente, indicando que neste surto o virus era
especifico de Psittaciformes, pois apenas algumas espécies dessa Ordem
adoeceram. As lesBes macroscopicas sao caracteristicas da forma cutdnea da
doenca e as lesBes histologicas com a presenca dos corpusculos de Bollinger sédo
patognomonicos da enfermidade.

Palavras chaves: Ave, virus, doenca infecciosa, patologia.

4.1INTRODUCAO
A bouba aviaria é uma doenca infecto-contagiosa, causada por virus do género

Avipoxvirus, que pertence subfamilia Chordopoxvirinae, familia Poxviridae. Esse
género engloba atualmente 10 espécies descritas: Canarypox, Fowlpox, Juncopox,
Mynahpox, Pigeonpox, Psittacinepox, Quailpox, Sparrowpox, Starlingpox e Turkeypox
(ICTV, 2016). Avipoxvirus € um virus DNA de fita dupla linear e envelopado, seu
genoma pode chegar a 350 mil pares de bases (kbp), tem o formato ovoide, sendo
sua replicacdo no citoplasma da célula hospedeira (TRIPATHY & REED, 2013).
Avipoxvirus é espécie-especifico, apresenta manifestagdes clinicas de duas

formas mais comuns: a cutédnea que sao lesdes proliferativas na pele, que por vezes
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podem ser nodulares, crostosas, principalmente em locais que sdo desprovidas de
penas, por exemplo em palpebras, narinas, préximo ao bico e membros pélvicos e a
septicémica (CALABUIG et al., 2011; FERREIRA et al., 2018). A diftérica, causa
lesbes fibrinonecréticas e proliferativas em areas de mucosa, como exemplo na
cavidade oral, trato respiratério superior e digestivo (GHOLAMI-AHANGARAN et al.,
2013). Ambas lesdes podem estar presentes simultaneamente na mesma ave, se
caracterizando a forma mista (FERREIRA et al., 2018). H& ainda uma terceira forma,
incomum que é a infeccdo sistémica, afetando o trato respiratério com sinais
superaguda, desenvolvendo pneumonia, cianose e morte rapida das aves (SHAIB &
BARBOUR, 2018).

No Brasil, a doenca foi descrita em aves de subsisténcia, como em frango
caipira (SOUSA, 2019) e em aves de produgcdo como perus (KUNERT-FILHO et al.,
2016; FERREIRA et al., 2018). Em aves selvagens de vida livre foi descrito em coruja
de igreja (Tyto alba) (VARGAS et al.,, 2011), coruja jacurutu (Bubo virginianus)
(ECHENIQUE et al., 2016), marreca-ireré (Dendrocygna viduata) (BRAGA et al.,
2020), e também em aves mantidas em cativeiros como Roselas (Platycercus
eximius) e Red Rumped (Psephotus haematonotus) (MURER et al., 2018).

No mundo ha relatos de Avipoxvirus em aves de vida livre como Corre-
caminhos (Anthus berthelotti) e Calhandrinha-das-marismas (Calandrella rufescens)
na Espanha (SMITS et al., 2005), Falcées (Falco peregrinus) na Alemanha (KRONE
et al., 2004), Pilrito-das-praias (Sanderlings) na Flérida (KREUDER et al., 1999). Além
de relatos de surtos em psitacideos, como Agapornis no México (SANCHEZ-GODOY
et al., 2023), e de Roselas (Platycercus elegans) na Australia (SLOCOMBE et al.,
2013).

O surto de Bouba aviaria que ocorreu em um criatério de Agapornis no México,
em que, se tinha 3.800 aves, sendo 8,9% (339 aves) de morbidade e 58,4% (198
aves) de letalidade, as principais les6es foram crostas nas regides de palpebras,
narinas e ao redor do bico (SANCHEZ-GODOY et al., 2023). No surto que ocorreu em
Roselas e Red-rumped mantidos em um criatério no Rio Grande do Sul, em que 50
psitacideos vieram a 6bitos, a maioria dessas aves apresentaram na forma cutanea,
com lesdes nodulares e crostosas nas palpebras, na comissura do bico, e de forma
diftérica caracterizadas por massas caseosas obstruindo a traqueia das aves
(MURER et al., 2018).

O diagnostico de infeccdo por Avipoxvirus pode ser feito através de
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histopatologia, em que se observa hiperplasia epitelial, associados a formacao do
corpusculo de inclusbes intracitoplasmaticos eosinofilicos, sendo essas lesfGes
patognomoénicas da bouba aviaria (TSAI et al.,, 1997; PEREIRA et al.,, 2014;
FERREIRA et al., 2018).

Este trabalho tem como objetivo relatar os achados epidemioldgicos, clinico-
patolégicos de um surto de Poxvirus em psitacideos mantidos em um criatério

comercial no sul do Brasil.

4.2 MATERIAL E METODOS

Realizou-se visita técnica em um criatério comercial localizado no municipio de
Sédo José dos Pinhais, PR, sul do Brasil, no qual havia aproximadamente 2.000
exemplares de aves de diversas espécies, incluindo Psittaciformes das
espéciesAgapornis (Agapornis roseicollis), Roselas (Platycercus eximius), Ring-neck
(Psittacula krameri), Periquito-Inglés (Melopsittacus undulatus), Periquito-Australiano
(Melopsittacus undulatus), Periquito-dorso-vermelho (Neophema chrysogaster) e
perquito Red-Rumped (Psephotus haematonotus), ainda havia espécies de
Passeriformes como Canario-belga (Serinus canaria), Amadinas (Estrilda astrild),
Mandarim (Taeniopygia guttata), Pintassilgo-da-Venezuela (Spinus cucullatus) e
Diamante-de-Gould (Chloebia gouldiae).

Realizou-se 65 necropsias, em roselas, agapornis e Red-Rumped nas quais
foram colhidas amostras de encéfalo, conjuntiva, pele, pulméo, traqueia, sacos
aéreos, tireoide, coracdo, figado, baco, rins, adrenais, ventriculo, proventriculo,
intestinos, pancreas, musculo esquelético. Essas amostras foram acondicionadas em
formalina tamponada a 10% para processamento histoldgico de rotina, incluidas em
blocos de parafina em seguida coradas em hematoxilina e eosina (HE) para avaliagao
das lesbes histologicas.

4.3 RESULTADOS

Psitacideos das espécies Agapornis, Roselas e Periquito Red Rumped
apresentaram anorexia, emagrecimento e nodulagcfes crostosas nas palpebras, que
iniciam de forma unilateral e avancando algumas vezes para os dois globos oculares,
além de nodulagdes crostosas na comissura bucal, bico e em membros pélvicos. O

tempo entre o aparecimento das lesdes e o 6bito ocorria em média de 10 dias. Ao
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total, aproximadamente 200 aves morreram, em que o grupo mais afetado foram as
Roselas, com plantel de100 exemplares, do qual 70 morreram (Figura 2A), seguidos
de Agapornis e Red-rumpeds.

As primeiras aves acometidas foram adquiridas de Sao Paulo, que foram 200
Agapornis. Apds uma semana da chegada ao criatorio, foi observado o aparecimento
das lesbes oculares nos Agapornis, seguindo nas Roselas e Red-rumpeds. As outras
espécies de psitacideos, bem como os passeriformes ndo foram acometidos.

Entre as 65 aves necropsiadas, 47 (72,30%) eram Agapornis, 15 (23,07%)
Roselas e 3 (4,61%) Red-Rumped, sendo 29 (44,61%) machos e 27 (41,53%) fémeas,
além de 9 (13,84%) com sexo indeterminado com idade variando de 6 meses a 5
anos. Das 65 necropsias realizadas 57 aves apresentaram lesdes macroscopicas e
histoldgicas, conforme esta representado na Tabela 1.

Tabela 1. Principais lesdes macroscopicas e histolégicas em surto de Avipoxvirus
em psitacideos mantidos em cativeiro no sul do Brasil.

LesBes Macroscopica Lesdes Histopatolbgicas
Dermatite Drtlac:rdnualgtre Placas Necrose e
-~ Blefarite Blefarite nodular diftéricas  Hiperplasia  Corpusculo ;
Espécie . . crostosa - L . Infiltrado
unilateral bilateral crostosa cavidade epitelial de Bollinger . P
; membro inflamatorio
bico . oral
pelvico
Agapornis 25 3 2 1 +/+++++ ++ ++
Roselas 9 2 4 0 1 ++/+++ +/++ ++
Red
Rumped 8 0 ! 0 0 ++ + ++
Total 37 5 11 2 2

Intensidade de leséo: + (leve), ++ (moderado), +++ (acentuado).
Fonte: o proprio autor, 2024.

As lesdes macroscopicas em predominaram em palpebras caracterizadas por
nodulacdes recobertas por crostas medindo aproximadamente 0,3 a 0,8 cm, sendo
unilateral ou bilateral que ocluia parcialmente ou totalmente o globo ocular (Figura
2B). Em coana evidenciou-se placas diftéricas de 0,6 cm de superficie irregular de
esbranquicadas a amareladas (Figura 2C). Em outras aves (Figura 3A e 3B) se
observou palpebra edemaciado sendo unilateral ou bilateral que ocluia parcialmente
ou totalmente acompanhado por caseo (Figura 3C). Na comissura do bico abaixo da
narina havia nodulacdes crostosas de aproximadamente 0,4 cm. Entre o globo ocular
e 0 bico, na comissura bucal observou-se nodulagéo crostosas de aproximadamente
0,3 cm.
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Figura 2. Surto de Avipoxvirus em psitacideos mantidos em cativeiro no sul do Brasil.
A) Roselas (Platycercus eximius) acometidas. B) Rosela com blefarite crostosa

ocluindo totalmente o globo ocular (seta). C) Rosela placa diftérica em coana (seta).

“

Fonte: O proprio autor, 2024.
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Figura 3. Surto de Avipoxvirus em psitacideos mantidos em cativeiro no sul do Brasil
A) Agapornis (Agapornis roseicollis) acometidos. B) Agapornis com palpebra
edemaciada e deposicéo de caseo (setas). C) Agapornis com palpebra edemaciada
e deposicao de caseo.

Fonte: O proprio autor, 2024.

Nas avaliacao histopatoldgica de palpebras, pele da regido da comissura do bico,
pele de membro pélvico e coana, as principais lesdes observadas foram a hiperplasia
do epitélio multifocal a coalescente variando de discreto a acentuado (Figura 4A)
associado a corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos (corpusculos
de Bollinger) multifocal discreto a moderado (Figura 4B), além de necrose da
epiderme e/ou mucosa focalmente extensa ou multifocal associado a infiltrado

predominantemente de heteroéfilos, macréfagos, linfécitos e plasmaocitos moderado.
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Figura 4. Surto de Avipoxvirus em psitacideos mantidos em cativeiro no sul do Brasil.
A) Hiperplasia epitelial difusa acentuada em palpebra de Agapornis (Agapornis
roseicollis) Obj. 20. B) Corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos eosinofilicos
(corpusculos de Bollinger) (setas). Obj. 40.

4.4 DISCUSSAO

O género Avipoxvirus possui estirpes com diferentes niveis de especificidade,
Flowpoxvirus (FWPV) tem predilecdo em galinhas e perus, causando lesdes cutaneas
e afetando a produgdo de ovos, com baixa mortalidade (Haller et al., 2014).
Canarypoxvirus (CNPV) é especifico em passeriformes, tendo predilecdo em canérios
(Serinus canaria) (Shivaprasad et al., 2009; Shaib e Barbour, 2018). O CNPV causa
infeccdes graves e muitas vezes letais em passeriformes (Haller et al., 2014), porém
ao realizar a infeccdo experimental em galinhas e perus foi observado reacoes
localizadas e autolimitadas, enquanto realizado em Tico-tico (Zonotrichia), pardais
domésticos (Passer domesticus) e canarios (Serinus canaria) o virus levou a 100%
de mortalidade(Giddens et al., 1971; Haller et al., 2014). No presente surto, nenhum
passeriforme mantidos no criatério adoeceu e apenas algumas espécies de
psitacideos foram acometidas, havendo uma alta mortalidade em roselas.

Em um estudo, sete dias apdés introduzir 25 Agapornis oriundo de outro criatério
do Chile, 85 agapornis apresentaram ceratoconjuntivite uniliteral ou bilateral, lesées
nodulares crostosas na comissura do bico e palpebras. Assim, de acordo com a
epidemiologia, a recente chegada de um grupo infectado de aves no criatério pode ter
introduzido o virus na populacdo remanescente de psitacideos (GONZALEZ-HEIN et

al., 2008), bem como ocorreu no presente relato. Em outro estudo na Califérnia (EUA),
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ocorreu um surto de bouba aviaria apés 14 canarios serem introduzidos ao criatério
de cerca de 450 canarios (Serinus canaria), sem realizarem a quarentena, apos duas
semanas, as aves comecgarem os sinais clinicos, com 255 aves que tiveram Obitos
(SHIVAPRASAD et al., 2009).

Os surtos de variola aviaria em psitacideos costumam ocorrer em criadouros e
aviarios, onde a liberacdo ou excrecdo do virus por meio de crostas, escamas
cutaneas e penas pode facilitar a transmissao (TSAIl et al., 1996; MURER et al., 2018;
SANCHEZ-GODOY et al, 2023). A maioria dos surtos ocorreram em épocas de verio,
em gue se tem maior presenca de insetos, que podem auxiliar na disseminacao do
virus nas aves mantidas em cativeiro (GONZALEZ et al., 2008; SCOLOMBE et al.,
2013). No presente estudo o surto ocorreu durante a epoca de verdo, com 0O
alojamento de aves oriundas de outro criatério com aves que eram mantidas no
criatério afetado, sem realizar a quarentena. As aves selvagens ou ornamentais como
0S canarios e psitacideos, tém maior probabilidade de serem suscetiveis devido a falta
de vacinagdo (AKEY et al., 1981; SANCHEZ-GODOY et al, 2023). Nesse relato as
aves ndo eram vacinadas para o virus. Relatos de variola aviaria com lesdes cutaneas
em roselas, podem ter influenciado por fatores como idade, estado imunoldgico das
aves, a patogenicidade do virus, infeccfes segundarias, condicbes ambientais como
alta densidade populacional em aviarios, inadequada limpeza e desinfeccdo das
instalagdes (SLOCOMBE et al., 2013).

No presente surto, a taxa de morbidade néo foi relatada, porém a mortalidade
dentro do criatério foi de 10%, sendo as Roselas o grupo que teve maior mortalidade,
com 70% de morte do plantel. Em um surto em canarios (Serinus canaria) relatou-se
100% de morbidade e 65% de mortalidade (SHIVAPRASAD et al., 2009). Em um surto
em Agapornis a mortalidade foi de 37,5 % em aves jovens e 3% em aves adultas
(TSAl etal., 2008). No surto que ocorreu em 10 espécies de psitacideos (Pious fuscus,
Pionites leucogaster, Guaruba guarouba, Deroptys accipitrinus, Ara ararauna, Ara
macao, Amazona aestiva, Amazona brasiliensis e Anodorhynchus hyacinthinus) a
taxa de morbidade foi de 28,7% e a de mortalidade de 3,2% (ESTEVES et al., 2017).
Outro surto em um criatério de passeriformes e psitacideos no México, a populagéo
de Agapornis tiveram morbidade de 8,9%, sendo que58,4% das aves morreram
(SANCHEZ-GODOY et al., 2023).

A lesBes nodulares e crostosas macroscopicas de Poxvirus na forma cutanea,

ocorre geralmente nas areas ausentes de penas, como palpebras, na comissura do
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bico/narinas e nos membros pélvicos (HESS et al., 2011; ECHENIQUE et al., 2016;
FERREIRA et al., 2018). Em um surto que ocorreu em perus comerciais, as principais
alteracOes foram observadas na comissura do bico, na pele da cabeca e na regiao
craniocervical, sendo lesdbes nodulares crostosas amarronzadas multifocais a
coalescentes (FERREIRA et al., 2018). Em outro estudo com Poxvirus em perus, as
lesbes predominantes foram cutaneas nodulares crostosas, localizadas na cabeca e
regido craniocervical (HESS et al., 2011).

Foram observadas les6es nodulares crostosas irregulares na superficie dorsal
de membros pélvicos em uma ave de rapina (Accipiter gentilis) (SCHOEMAKER et
al., 1998). Em um relato de Poxvirus em roselas na Australia, as principais lesées
foram nos membros pélvicos se caracterizando por lesGes crostosas esbranquicadas
multifocais (SLOCOMBE et al., 2013). No presente estudo, as lesdes foram
predominantemente em palpebras, diferindo de estudos anteriores, que as lesées
ocorreram principalmente em membros pélvicos e comissura do bico. Porém, em um
relato no México e outro no Chile, ambos sendo em Agapornis, as lesfes
predominaram em pélpebras e comissura do bico (GONZALEZ-HEIN et al., 2008,
SANCHEZ-GODOY et al., 2023). Neste estudo, duas aves manifestaram lesdes da
forma diftérica na cavidade oral, semelhantes com o surto que ocorreu no Ird, afetou
328 aves de subsisténcia, sendo que 214 galinhas tiveram lesdes na forma diftérica
na cavidade oral e trato respiratério (GHOLAMI-AHANGARAN et al., 2014).

Quanto aos achados histologicos, em um surto de bouba aviaria que ocorreu
em 115 perus (FERREIRA et al., 2018), um caso que ocorreu com corvos havaianos
(Corvus hawaiiensis) no Havai (TRIPATHY et al., 2000). Esses casos citados
apresentavam hiperplasia epitelial associada com degeneracdo hidropica
acompanhados por corpusculo de Bollinger, além de necrose epitelial multifocal com
infiltrado de heterofilos, macréfagos e linfocitos, lesdes essas classicas da bouba
aviaria, além de serem semelhantes a encontradas no presente relato.

O diagnaostico macroscopico presutivo corrobora com o exame histopatolégico
caracterizado por dermatite proliferativa com corpusculos de inclusdo eosinofilico
intracitoplasmatico compativel com corpusculo de Bollinger (HESS et al., 2011). Os
corpusculos de Bollinger séo caracteristicos da variola aviaria e podem ser detectados
72 horas apos a infeccéo no tecido epitelial (RANDALL et al. 1961; GIDDENS et al.,
1971; SMITS et al., 2005). Os corpusculos de inclusdo presentes no citoplasma das

células infectadas sédo formados por um agragado de particulas virais, o que faz do
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exame histologico uma das ferramentas mais eficazes para diagnosticar a bouba
aviaria (GIDDENS et al., 1971; SHIVAPRASAD et al., 2009; BRAGA et al., 2020).

Exames moleculares como PCR e sequenciamento genético, permitem
confirmar e classificar Avipoxvirus, otimizando o diagnostico (KUNERT-FILHO et al.,
2016), como em estudos em perus (HESS et al., 2011; KUNERT-FILHO et al., 2016;
FERREIRA et al., 2018) e em aves de vida livre (TRIPATHY et al., 2000; Adams et
al., 2005). Outros estudos foram baseados em diagndstico clinico, histopatoldgico e
molecular, como o realizado em um surto no criatorio de psitacideos no Rio Grande
do Sul (Murer et al., 2018), de Agapornis no México (SANCHEZ-GODOY et al., 2023)
e em Roselas na Australia (SLOCOMBE et al., 2013). Nesse estudo nao foi possivel
realizar PCR, pois n&o havia amostras refrigeradas/congeladas, limitando esse surto
apenas ao diagnostico histopatoldgico. No entanto pelas caracteristica, parece ser um
surto de Psittacinepox.

4.5 CONCLUSAO

O diagnodstico de Bouba aviaria foi determinado a partir da epidemiologia
juntamente com os sinais clinicos associados a necropsia e achados histopatolégicos.
As lesBes macroscopicas como a blefarite unilateral ou bilateral e placas diftéricas em
cavidade oral sdo caracteristicas da forma cutanea e diftérica da doenca e as lesdes
histolégicas como hiperplasia epitelial associada com degeneracdo hidrépica

acompanhados por corpusculo de Bollinger sdo patognoménicos da enfermidade.
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5 Surto de variola suina em criagcbes de subsisténcia no estado de Santa
Catarina: caracterizacdo anatomopatolégica, molecular e imuno-
histoquimica

RESUMO

A variola suina é uma enfermidade ocasionada por Suipoxvirus que tem 0s suinos
como hospedeiros naturais, cursando com lesdes progressivas geralmente restritas a
pele. O primeiro surto da doenca no Brasil foi relatado no ano de 1976 no estado de
Sao Paulo. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo epidemioldgica,
clinico-patolégica, molecular e imuno-histoquimica de um surto de variola em suinos
no estado Santa Catarina, Brasil. Quatro propriedades com cria¢des de suinos de
subsisténcia no municipio de Pouso Redondo/SC foram acometidas por lesbes
crostosas proliferativas cutaneas. Foram coletados fragmentos de pele de quatro
suinos, de cada propriedade afetada. As amostras foram acondicionadas em
formalina tamponada 10%, processadas rotineiramente para andlise histopatoldgica,
coradas com hematoxilina e eosina. Fragmentos de pele foram submetidos a imuno-
histoquimica pelo método da peroxidase com o anticorpo policlonal Vaccinia Virus
(Invitrogen® REF PA1-7258), diluido 1:500, utilizando o sistema de deteccao
NovolinkTM Max Polymer Detection System (LEICA® REF RE7280-K) e reveladas
com cromoégeno Romulin AEC. Fragmentos de pele congelados foram submetidos a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para Suipoxvirus utilizando como alvo as
sequéncias FP-DNApol / RP-DNApol amplificando 543 pares de base (pb). O
sequenciamento foi efetuado pelo método Sanger e andlise filogenética através do
programa Megall. Nas propriedades, as instalacdes localizavam se préximas a
reservatérios de 4gua como acudes e riachos, com a presenca constante de moscas
e mosquitos. O numero de suinos afetados foi de 14, 9, 21 e 2 respectivamente nas
4 propriedades. Os suinos jovens foram mais acometidos, principalmente aqueles
com maior grau de pureza racial. A morbidade chegou a aproximadamente 98%, no
entanto nenhum animal morreu. Na macroscoépica observou-se lesdes eritematosas e
crostosas, de aspecto crateriforme nas regides dorsal, ventral, membros, face, orelhas
e focinho, associadas a prurido intenso. Na histopatologia constatou se dermatite
ulcerativa pustular proliferativa com corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
eosinofilicos. As lesdes evoluiram para cura espontanea ap0s duas semanas. A
imuno-histoquimica teve marcacdo positiva no citoplasma de células epiteliais para
Poxvirus (1/4) e a PCR foi positiva para SWPV em trés amostras. A andlise
filogenética revelou uma similaridade de 75% com cepas de SWPV que circulam pelo
Brasil.

Palavras chaves: Suinocultura, dermatite viral, patologia, virus.

5.1 INTRODUCAO

A industria suina brasileira se destaca mundialmente, ocupando o quarto lugar
em producdo e exportacdo de carne suina (USDA 2019). As enfermidades cuténeas

nos suinos podem impactar adversamente na producgdo, acarretando custos de
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tratamento, diminuicdo da taxa de crescimento e, em casos extremos, resultando na
morte do animal (TURTON, 2001; BENDER et al., 2011; PEREIRA et al., 2020). Uma
diversidade de enfermidades afeta a pele dos suinos, podendo ser de natureza
infecciosa (bacteriana, viral, fangica e parasitaria) ou ndo infecciosa (ambiental,
nutricional, hereditaria e neoplasica) (TORRISON & CAMERON, 2019). Tais doencas
podem estar restritas a pele ou ser manifestagcbes cutaneas de uma condicéo
sistémica (TORRISON & CAMERON, 2019).

A variola suina é uma doenca contagiosa que pode afetar suinos jovens e
adultos, causada pelo virus que pertence ao género Suipoxvirus da familia Poxviridae
(OLINDA et al., 2016). E um virus DNA de fita dupla envelopado, em que se multiplica
no citoplasma da célula, onde se forma as inclusdes intracitoplasmatica, caracteristica
do virus. Essa doenga apresenta alta morbidade e baixa mortalidade, os suinos séo
os hospedeiros naturais, manifestando-se com lesfes cutaneas progressivas, com
areas puntifomes eritematosas que evoluem para papulas, pustulas até formarem
crostas (AFONSO et al., 2002; OLINDA et al., 2016).

O virus infecta os suinos por contato direto e indireto, sendo o contato direto
entre 0s animais, ou indiretamente por vetores mecanicos como os piolhos, moscas
e mosquitos (CANAL, 2007). A transmissdo esta associada a falhas de
biosseguridade, como as méas condic¢des higiénicas e a presenca de moscas e piolhos,
atuando como vetores facilitando a penetracao do virus devido ao prurido ocasionado
(BERSANO et al., 2003; OLINDA et al., 2016).

No Brasil, o primeiro registro de variola suina foi em 1976, em Campinas, Sao
Paulo, afetando 17 animais de uma criacao de subsisténcia (BERSANO et al., 2003),
havendo surtos relatado em outro municipio de Holambra (SP) (MEDAGLIA et al.,
2011), além de relatos de surtos em outros estados como em Tocantins (BERSANO
et al., 2003), e na regido Nordeste do pais (OLINDA et al., 2016).

O objetivo deste trabalho é relatar surto de variola em suinos de subsisténcia,
no estado de Santa Catarina, e descrever os achados epidemioldgicos, clinico-

patolégicos, moleculares e de imuno-histoquimica.

5.2 MATERIAL E METODOS
No ano de 2021, quatro propriedades com criagcdes de suinos de
subsisténcia no municipio de Pouso Redondo/SC foram acometidas por lesdes

crostosas proliferativas cutaneas. Bidpsias cutaneas foram realizadas em todas as
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propriedades, sendo um suino amostrado em cada propriedade. As amostras foram
acondicionadas em formalina tamponada 10%, processadas rotineiramente para
histopatologia, coradas com hematoxilina e eosina (HE) e avaliadas por microscopia
Optica, além da realizacdo da imuno-histoquimca (IHQ). Ainda, foram coletados

fragmentos de pele foram congelados para realizacdo de PCR.

5.2.1 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA POXVIRUS

Para a técnica de IHQ, foram utilizadas laminas sinalizadas com seccdes
histologicas de 3um. Apds a desparafinizagdo e reidratacao dos tecidos, foi realizado
o bloqueio da peroxidase endbégena através da imersao das laminas em solucao de
peréxido de hidrogénio diluido em metanol na proporcao 1:10, respectivamente, por
20 minutos, seguido da recuperacao antigénica com tampao Tris EDTA (pH 9,0) na
temperatura de 96°C por 40 minutos (Dakocytomaker). O bloqueio das reacdes
inespecificas foi realizado com Protein Block do Kit Novolink (LEICA® REF RE7280-
K) por 15 minutos. Como anticorpo primario foi utilizado Vaccinia Virus Polyclonal
antibody (Invitrogen® REF PA1-7258), diluido 1:500 em PBS e adicionado aos cortes
histoldgicos para incubacdo em temperatura ambiente durante 12 horas (overnight).
O sistema de deteccdo utilizado foi NovolinkTM Max Polymer Detection System
(LEICA® REF RE7280-K). As laminas foram reveladas com cromégeno Romulin AEC
Chromogen Kit (BIOCARE Medical® REF RAEC810L) e os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Meyer para avaliagdo microscépica. Foram
inseridos fragmeto de pele de um suino previamente positivo para Poxvirus como
controle positivo e foi aplicado reagente universal de controle negativo (EasyPath, SP,

Brasil), como controle negativo.

5.2.2 REACAO EM CADEIRA DA POLIMERASE (PCR) PARA SUIPOXVIRUS

Fragmentos de pele de quatro suinos, sendo um de cada propriedade
afetada, foram submetidos a PCR para a pesquisa de Suipoxvirus. O DNA foi extraido
a partir de aproximadamente 3 gramas de pele, macerados individualmente e em
seguida foi realizado a extracdo de DNA de forma manual utilizando fenol e
cloroférmio, seguindo a técnica descrita por Withoeft et al. (2024). A PCR foi realizada
utilizando como alvo o gene da DNA Polimerase, amplificado pelas sequéncias dos
primers FP-DNApol (5°-ATACAGAGCTAGTAC/ideoxyl/ TTAATAAAAG-3’), RP-

DNApol (5°-CTATTTTTAAATCCCATTAAACC-3’), conforme protocolo descrito por
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Olinda et al. (2016). A reacgéao foi realizada em pool com um volume final de 150uL
contendo tampé&o 6X (5uL), 7,5uL ANTP (1,25uL), 22,5uL MgCI2 (3,75uL), 1,25uL do
Primer FP-DNApol, 1,25 uL do primer RP-DNApol, 7,5uL de cada primer, 1,8uL Taq
DNA (0,3pL), a reagdo ocorreu com desnaturaggo inicial a 94°C por 1 min., 39 ciclos
a 94°C por 30 seg.; 45°C por 30 seg.; 72°C por 30 seg. e extenséo final a 72°C por
10min. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(1,5%) para visualizagcdo. O controle positivo utilizado foi uma amostra de pele
sabidamente positiva para Poxvirus pela IHQ, e como controle negativo foi utilizada

agua ultrapura autoclavada.

5.2.3 SEQUENCIAMENTO GENETICO E ANALISE FILOGENETICA DO
SUIPOXVIRUS

O sequenciamento do fragmento de 543pb do gene da DNA Polimerase foi
realizado utilizando as reacdes de PCR iniciando a purificacdo dos produtos
amplificados, manualmente através da precipitacdo com 2,5uL de acetato de sédio
3M e 100uL de etanol 100%, mantidos overnight a -20°C, seguidos por centrifugacao
a 14.000rpm por 15min a 4°C, ressuspendidos com etanol 70%, centrifugados
novamente e em seguida suspendidos com 20uL de H20 ultrapura autoclavada. O
sequenciamento foi executado utilizando o kit BigDyeTM Terminator versao 3.1 Cycle
Sequencing Kit de acordo com as instru¢des do fabricante (Applied Biosystems®, Inc.,
Foster City, California, USA). Cada amostra foi sequenciada trés vezes, nas direcdes
forward e reverse, pelo método Sanger, por eletroforese capilar, em um sequenciador
automatico (ABI 3130 Genetic Analyzer).

As sequéncias que foram obtidas, foram avaliadas quanto a sua qualidade e
editadas no BioEdit Sequence Alignment software (HALL, 1999). Em seguida, as
sequéncias editadas e concatenadas foram avaliadas no BLAST para verificar a
semelhanca com sequéncias de Poxvirus depositadas no GenBank. As sequéncias
do estudo e as sequéncias selecionadas do GenBank foram alinhadas através do
Clustal W (THOMPSON et al., 1994), disponivel no MEGA 11 (TAMURA et al., 2021).
A filogenia foi construida com a utilizagdo da sequéncia do presente estudo com
sequéncia de Poxvirus de aves, ovino, bovino e suinos do Brasil e outros paises, pelo
método de Maximum Likelihood com 1000 replicagdes no bootstrap, e método
estatistico de Tamura 3-parametros a filogenia foi construida no MEGA 11 (TAMURA
et al., 2021).
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5.3RESULTADOS

Nas quatros propriedades que criavam suinos de subsisténcia, as instalacoes
eram construidas de tijolos e madeiras, ou baias de madeira, que se localizavam
proximas a reservatorios de agua como acudes e riachos, em que algumas baias eram
juntas de acudes (Figura 5A), além da presenca constante de moscas e mosquitos,
sem protecao de telas (Figura 5B). Em todas as propriedades os suinos eram criados
em baias coletivas, sem medidas de biosseguridade. As propriedades 1, 2, 3 e 4
tiveram os seguintes niumeros de animais afetados 14, 10, 21 e 2 respectivamente,
com total de 47 suinos acometidos pelo virus. Os suinos jovens foram mais
acometidos, principalmente aqueles com maior grau de pureza racial. A morbidade

chegou a 100%, no entanto nenhum animal morreu.

Figura 5. Propriedades com surto de variola em suinos de subsisténcias localizadas
no municipio de Pouso Redondo, Santa Catarina. A) Granja de suinos dentro de

acude. B) Granja sem protecao de telas contra entrada de insetos.
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Fonte: O proprio autor, 2024.

Os suinos nao tinham raga definida, eram de ambos 0s sexos, e variavam entre
leitdes de 30 dias de vida a matrizes e cachacos (Tabela 2). Os casos ocorrem no
verdo, no més de fevereiro, as quatros propriedades eram no municipio de Pouso
Redondo, regido do Alto Vale do Itajai e todas eram proximas, o que pode ter facilitado
a disseminacao do virus. Foi relatado um caso em uma das propriedades afetadas no

més de maio do mesmo ano, porém também se teve cura espontanea das lesoes.
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Tabela 2. Numero de animais por faixa etaria acometidos por variola suina em
criacoes de subsisténcia no estado de Santa Catarina.
(0]

Propriedade total

Suinos Jovens Adultos
afetados afetados afetados

suinos
1 14 14 12 2
2 10 9 7 2
3 21 20 18 2
4 2 2 2 0
Total 47 46 39 7

Fonte: o préprio autor, 2024.

As lesfes cutaneas eram eritematosas e crostosas de aspecto crateriforme que
por vezes estavam disseminadas por todo o corpo do suino (Figura 6A), ou se
localizavam na face, orelhas (Figuras 6B), focinho, membros pélvicos, membros
toracicos (Figuras 6C e 6D) e nas regides ventral, que em alguns casos se tinham
lesbes de pustulas umbilicadas (Figura 6E) em regido dorsal (Figura 6F) associadas

a prurido intenso.
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Figura 6. Suinos de subsisténcias com lesfes cutaneas macroscopicas de variola no
municipio de Pouso Redondo, Santa Catarina. A) Lesdes eritomatosas crostosas
multifocal a coalescente difusas na pele do suino. B) Les&o eritomatosa crostosa de
aspecto criteriforme multifocal moderada no pavilhdo auricular de suino. C) Lesdes
eritomatosa crostosas de aspecto crateriforme em regido de pescoco e membros
toracicos focalmente extenso. D) Lesdes eritomatosa crostosas na regiao ventral do
térax e abdomen difuso. E) Pustula umbilicada na pele abdominal de leitdo. F) Lesdes
eritomatosas crostosas de aspecto criteriforme na regido dorsal de leitbes.

Fonte: O proprio autor, 2024.
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Histologicamente, em duas das quatros amostras de pele, se observou
somente crostas serocelulares, e nas outras duas amostras observou-se acantose
com degeneracdo balanosa do epitélio e espongiose multifocal acentuada (Figura
7A), acompanhada por inclusdes intracitoplasmaticas eosinofilicas na epiderme
(Figura 7B). Notou-se ainda, areas de ulceracdo com deposicdo de crostas
serocelulares, além de infiltrado de neutrdfilos integros e degenerados intraepiteliais
multifocais moderados. Na derme superficial havia infiltrado de neutrdfilos,
macréfagos, linfécitos, plasmaocitos e eosindfilos multifocal moderado.

Na avaliacao IHQ para Poxvirus, se obteve imunomarcacéo positiva (Tabela 3)

no citoplasma das células epiteliais da epiderme apresentando marcacao difusa
moderada para Poxvirus (Figuras 7D e 7E).
Figura 7. Suinos de subsisténcia com alteracdes histoldgicas e imuno-histoquimica
de variola suina. A) Dermatite pustular proliferativa (asterisco). HE Obj. 10x. B)
Corpusculos de inclusao intracitoplasmaticos eosinofilicos (setas) HE Obj. 40x. C)
Pele com imunomarcagcdo moderada em corpusculo de inclusédo intracitoplasmaético.
Obj. 10x. D) Corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico com imunomarcacao
acentuada (Polimero ligado a peroxidase enddgena, cromégeno Romulin AEC
Chromogen Kit (BIOCARE Medical® REF RAEC810L). Obj. 40x.

Fonte: O proprio autor, 2024,

43

N

O PA4g. 43 de 67 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00039807/2024 e o cddigo X424BFF6.



Na PCR para Suipoxvirus trés das quatro biopsias de pele foram positivas. Em

seguida, a sequéncia ge

nética foi alinhada com as outras sequéncias conhecidas de

Poxvirus do GenBank. Com base na sequéncia do DNA polimerase, foi construida

uma arvore filogenética conforme esta representado na Figura 8.

Tabela 3. Variola suina em criacées de subsisténcia no estado de Santa Catarina:
caracteriza¢do anatomopatolégica, imuno-histoquimico e molecular.

Lesdes
Macroscopicas Lesdes histologicas
Propriedade| PCR IHQ Lesio

eritematosa Hiperplasia Corpusculo de

crostosa epitelial inclusdo
1 - + + + +
2 + NR + - -
3 + NR + - -
4 + NR + + -

Resultado de exames: (-) negativo; (+) positivo; (NR) néo realizado.

Fonte: O proprio autor, 2024.
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Figura 8. Arvore filogenética baseada nas sequéncias de nucleotideos do gene da
DNA Polimerase de diferentes géneros da familia Poxviridae: Avipoxvirus (nUmeros
de acesso GenBank KC017867, KC017866, KC017883, KC017920, KC017854 e
KC017889), Orthopoxvirus (DQ066528), Capripoxvirus (KC684337), Suipoxvirus
(KT988005, JF770341 e L22012); o out group foi composto pelo respectivo gene do
Yatapoxvirus (NC009888). Valores >70% sao vizualidos. A amostra positiva para
variola suina do presente estudo € identificada pelo simbolo ().

KC017867.1 Avipox virus P3

g9

KC017866.1 Avipox virus P2

g | | KCO17883.1 Avipox virus P4

— KC017920.1 Avipox virus P32

75 { KC017854.1 Avipox virus P10
g

3
KC017889.1 Avipox virus P25

DQ066528.1 Cowpox virus

——— KCB84337.1 Sheeppox virus

B Swinepox virus GPV/UDESC-01

KT988005.1 Swinepox virus SV627/14

JF7T70341.1 Swinepox virus Holambra

L22012.1 Swinepox virus ORF H1L/H2L

AF245394 1 Tanapox virus

0.20

A andlise filogenética baseada na sequéncia de DNA polimerase revelou que
o isolado desse estudo foi agrupado com isolados de Suipoxvirus dos KT988005 e

JF770341, com um percentual de similaridade entre essas cepas de 73%.
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5.4 DISCUSSAO

O virus Swinepoxvirus (SWPV), pode causar doenca em até 100% do plantel de
suinos jovens (BARLOW & GRIST, 2000). No surto que ocorreu em Sao Paulo e
Tocantins a morbidade alcancou 100% dos animais das granjas afetadas e a taxa de
mortalidade foi de 3% (BERSANO et al., 2003). No surto que ocorreu em Holambra,
Séo Paulo, 850 24% (850/3.460) dos suinos foram afetados pelo virus, porém nenhum
suino morreu (MEDAGLIA et al., 2011). No presente estudo 46 dos 47 suinos
adoeceram, apenas um suino adulto que nao apresentou lesGes cutdneas, sendo que
85% dos suinos afetados eram jovens. Um surto em cinco granjas de subsisténcia do
estado do Rio Grande do Norte, relataram que 3 dessas granjas tiveram 100% de
morbidade em suinos jovens, e as outras tiveram 65% e 33%, com duas granjas
havendo taxa de mortalidade de 60% e 55% em suinos jovens, as demais ndo
houveram mortalidade em suinos jovens e adultos (OLINDA et al., 2016).

A variola suina é autolimitante, devido as respostas imunologicas nos suinos
afetados (MEDAGLIA et al., 2011; OLINDA et al., 2016). Apds a infec¢do, os animais
desenvolvem uma resposta imune adaptativa que inclui a producdo de anticorpos
especificos para o virus (BONILLA & OETTGEN, 2010). No surto do Nordeste e na
cidade de Holambra os animais tiveram a melhora entre 15 a 25 dias apds a
manifestacdo dos sinais clinicos (OLINDA et al., 2016). Nesse estudo, apés duas
semanas todos o0s animais se recuperaram de maneira esponténea, ndo tendo
nenhum o&bito.

Macroscopicamente, observa-se papulas, pustulas avermelhadas recobertas
por crostas, afetando as orelhas, regido periocular, abdémen e membros toracicos e
pélvicos, e na regido dorsal e lateral do flanco (BARLOW & GRIST, 2000;
RODOSTITIS et al., 2002; OLINDA et al. 2016). Em outros estudos, as lesbes eram
proliferativas e com aspectos ulcerados ou crostosos por todo o corpo dos animais
(BORST et al., 1990; BERSANO et al. 2003; MEDAGLIA et al. 2011). Em um relato
gque ocorreu com um javali jovem as lesdes descritas eram papulares multifocais a
coalescentes variando de 0,5 a 0,8 cm de diametro, localizadas na pele do focinho,
pescoco, torax, abdémen e membros, ndo envolvendo o espacgo interdigital
(GUARDONE et al., 2023). No presente estudo, as lesdes sdo semelhantes as
descritas anteriormente.

As lesdes histopatoldgicas revelaram em um surto de suinos de subsisténcia,

uma dermatite vesiculo-pustulosa proliferativa e ulcerativa com degeneragédo
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balonosa de células epiteliais, hiperqueratose paraqueratética e acantose, além de
corpusculos de inclusdes eosinofilicos intracitoplasmaticos em queratindcitos
(OLINDA et al., 2016). Em outro relato foram principalmente a hiperplasia da epiderme
degeneracdo de ceratindcitos no estrato espinhoso, com rara visualizacdo de
corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticas eosinofilicas (GUARDONE et al., 2023),
sendo semelhante as lesdes encontras no presente estudo. Em contrapartida
Avipoxvirus € caracteristico 0s corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
(SCHOEMAKER et al., 2007). A formacdo de corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos difere entre o suipoxvirus e o avipoxvirus devido as distintas
estratégias de replicacao viral e interacdo com as células hospedeiras. O Avipoxvirus
forma essas estruturas visiveis ao microscopio durante sua replicagcdo intensa nas
células epiteliais da pele e mucosas das aves, o suipoxvirus ndo induz a formacao
proeminente desses corpusculos intracitoplasmaticos durante sua replicagcdo (OSLON
et al., 2009).

A utilizacdo da PCR, é uma ferramenta importante para a confirmagdo do
diagnéstico de Suipoxvrus (MASSUNG & MOYER, 1991), como realizado no presente
estudo. Esta técnica vem sendo cada vez mais utilizada em estudos para o
diagnéstico dessa enfermidade, por ser um método mais rapido, sensivel e especifico
(SOUZA et al., 2019). Em relatos de variola suina em javalis de vida livre na Italia e
Alemanha, realizaram exame molecular como forma de diagndstico para o virus
(GUARDONE et al., 2023; KAISER et al., 2021). Em surto de suinos de subsisténcia
que ocorreu na india, realizaram a deteccdo do Suipoxvirus por PCR, em que todas
as amostras de pele foram positivas (RIYESH et al., 2016). No Brasil estudos
realizaram PCR para confirma¢do do virus, no surto que ocorreu no Nordeste, foi
realizado PCR em quatro amostras de pele, todas positivas (OLINDA et al., 2016). No
estudo realizado em Holambra, em que foram coletadas sete crostas de animais,
todas foram positivas (MEDAGLIA et al., 2011). No presente estudo nas quatro
amostras, trés foram positivas na PCR.

A analise filogenética demonstrou uma estreita relacdo do virus identificado
com outros relatados no Brasil (MEDAGLIA et al., 2011; OLINDA et al., 2016). O
presente estudo confirma a circulagdo do SWPV em rebanhos suinos de subsisténcia
em Santa Catarina, onde a doenca ainda nao havia sido relatada. A analise
filogenética demonstrou que a amostra investigada (Swinepox virus GPV|UDESC-01)

agrupou juntamente com os isolados de SV627/14 e Holambra, indicando um
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ancestral comum.

Um importante diferencial para Suipoxvirus inclui infeccdo pelo virus vaccinia
(VACV), membro do género Orthopoxvirus da familia Poxviridae, tem distribuicao
mundial e infecta humanos, bovinos, equinos, suinos, roedores, coelhos, e outros
mamiferos (TRINDADE et al., 2004; BRUM et al., 2010; CHAPMAN et al., 2010;
ESSBAUER et al., 2010; MEDEIROS-SILVA et al., 2010; PERES et al., 2016). Embora
a variola suina ndo seja considerada uma zoonose, é importante destacar a grande
similaridade entre a proteina P42 do envelope do SWPV e a P37 do virus da vaccinia,
ambas implicadas no processo de transmissédo da doenca (BERSANO et al., 2003).
O SWPV e o virus vaccinia (VACV) causam lesdes na pele nas formas proliferativas
e com aspectos ulcerados ou crostosos (MEDEIROS-SILVA et al., 2010; KOLTSOV
et al., 2023), sendo necesséario realizar testes moleculares (PCR) para se confirmar o
diagnéstico. Nesse estudo, com a analise do PCR nas amostras de pele, se teve a
confirmacédo da presenca do genoma do SWPV no DNA dos suinos. Dessa forma,
que distinguir entre infecgdes por SWPV e VACV durante surtos de doencga pustulosa
em suinos € essencial para avaliar se a infeccdo por VACV pode ter se espalhado
para suinos e se 0 SWPV pode ser detectado no Brasil (MEDAGLIA et al., 2011).

Ha uma ampla variedade de lesbes de pele que podem afetar os suinos
(PEREIRA et al., 2020). Epidermite exsudativa, € um diagnéstico diferencial
importante para SWPV, além de causar prurido intenso ao animal é caracterizada por
lesBes cutaneas generalizada avermelhadas, que por vezes estdo recobertas por
crostas, além de acumulo exsudato purulento, seu agente é uma bactéria que faz
parte da microbiota da pele, por isso, necessita de fatores predisponentes para que a
enfermidade causada pelo Staphylococcus hyicus se estabeleca (WEGENER et al.,
1993). A erisipela é outra enfermidade causada por bactéria do genéro Erysipelothrix
sp., de carater zoonotico, com lesées de pele avermelhadas em formato de losango
(BENDER et al., 2011). Em um estudo realizado com 8.071 suinos encaminhados
para frigorifico 172 estavam com lesdes sugestivas de Erysipelothrix, sendo que na
analise histopatoldgicas e imuno-histoquimica, 43 casos foram positivos (PEREIRA et
al., 2022). Circovirus suino tipo 2 pode causar a sindrome da nefropatia e dermatite
porcina que cursa com grandes maculas e placas, redondas a irregulares, vermelhas
principalmente na pele da regido perineal, membros, orelhas, abdoémen e torax ventral
(FRANCA et al., 2005).

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada em caso de poxvirus em outras
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espécies de animais e em humanos, por ser uma ferramenta rapida e especifica
(MOLINA-RUIZ et al., 2015). Monkeypoxvirus acomete principalmente macacos,
porém € uma zoonose viral, se tem exames importantes para esse diagnostico, e um
desses é a IHQ (BAYER-GARNER, 2005). Outro exemplo de zoonose que se realizou
IHQ é Orfvirus do genéro Parapoxvirus, doenca conhecida por ectima contagioso
(MOLINA-RUIZ et al., 2015). Em um estudo realizado no Estados Unidos utilizaram a
imuno-histoquimica como forma de diagnostico do Flowpoxvirus, ocorrendo marcacao
positiva no citoplasma (TADESE et al., 2007). Ainda se tem casos de IHQ em variola
ovina (Capripox), em cordeiros (GULBAHAR et al., 2000). Nesse estudo se realizou a
IHQ para auxiliar no diagnostico final de Suipoxvirus, notando-se a importancia de
mais estudos com o método de IHQ para diagndstico em suinos.

Suipoxvirus deve ser incluido em diagndsticos diferenciais para doencas de
pele, como a dermatite em suino com infestacfes de piolhos e moscas (ZANELLA et
al., 2016). A infeccdo por Suipoxvirus tem sido associada ao contato de animais
infectados com piolhos e moscas que transmitem mecanicamente o virus (MEDAGLIA
etal., 2011; ROEHE; BRITO, 2012), que facilitam a disseminagéo da doenca (OLINDA
et al., 2016). Dessa forma, o controle da doenca baseia-se principalmente no controle
da entrada de animais portadores do virus e na manutencdo de boas condicbes
higiénico-sanitarias, incluindo o controle de ectoparasitas (GUARDONE et al., 2023).

Suipoxvirus € espécie-especifico, ou seja, é reconhecido por sua
especificidade de hospedeiro, nédo é classificado como zoonose, sua disseminacéo &
restrita a suinos (BERSANO et al., 2003; OLINDA et al., 2016). Alguns poxvirus séo
zoonaticos, e sdo frequentemente responsaveis por lesdes cutdneas. Os principais
causadores sdo dos géneros Orthopoxvirus, Parapoxvirus, por exemplos se tem a
variola bovina, variola dos macacos, ectima contagioso que pode afetar humanos
(HAIG & MCINNES, 2002; BATISTA et al., 2009; BOHELAY & DUONG, 2017). Nesse

estudo, nao houve relato de transmissao a humanos.

5.5CONCLUSAO

Este parece ser o primeiro relato de um surto de variola suina por Suipoxvirus em
criacoes de subsisténcia no estado de Santa Catarina. O diagndéstico da variola suina
foi determinado a partir da epidemiologia juntamente com o0s sinais clinicos

associados ao exames histopatolégico, PCR e imuno-histoquimica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho alerta para ocorréncia de surtos de variola em suinos e Bouba aviaria
decorrentes respectivamente de Suipoxvirus e Avipoxvirus no Sul do Brasil, com alto
indice de morbidade nos animais.

A associacdo entre analise histopatoldgica, imuno-histoquimica e analise
molecular por PCR da biopsia cutanéa em suinos foi essesncial para o diagnéstico
desta enfermidade de origem viral, podendo verificar a semelhanga genética do virus
entre esse surto com em ouitras regides do pais.

A epidemiologia juntamente com lesfes histoldégicas patognomdnicas foram

primordiais para o diagnéstico de Bouba aviaria em psitacideos.
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