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RESUMO

Esse estudo descreveu o primeiro surto de bouldaiavio Brasil em perus de corte previamente
vacinados e também estabeleceu, na tentativa dlernoxServico de Inspe¢éo Federal, um padrao
de condenacdo para carcacas apresentando les@edegaticas de bouba aviaria. As aves
apresentaram lesbes cutaneas crostosas macroscépmestivas de bouba aviaria na regiao da
cabeca e do pescog¢o e nenhum sinal clinico adidiorsan observados. Os indices de mortalidade
no lote ndo foram alterados. No frigorifico, 30czepas foram retiradas da linha de abate para coleta
de fragmentos de pele lesionada para sua caragi@oiz pesquisa do virus. As amostras foram
fixadas em formol, embebidas em parafina, cortadaseccdes dein e coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina para visualizagcdo em microgcdgi luz clara. A identificacdo do agente foi
realizada por meio da técnica de PCR convenciaral mosterior sequenciamento do ggnel67

No exame histopatoldgico foram observados: hipeejose, acantose e degeneracdo hidropica; a
presenca de corpusculos de inclusdo intracitopkisosa eosinofilicos (Bollinger) nos
queratinécitos foi observada em 46,6% das amo#rasacao de PCR foi positiva para 83,3% das
amostras. Com o uso das duas técnicas de diagndstipossivel determinar que 93,3% das
amostras foram positivas para bouba aviaria. Nodestfilogenético realizado, as amostras
apresentam 100% de identidade entre si sugerindocoggurto ocorreu por uma unica estirpe de
virus. O fragmento do gene sequenciado ndo permitliferenciacdo entre estirpes de virus que
infectam perus, vacinal ou de galinhas. O virubalsha aviéria é espécie especifica, e ndo existem
relatos sobre sua ocorréncia em mamiferos. De @oowcth as caracteristicas macroscopicas e
microscopicas das lesbes cutaneas, ndo se juséificandenacédo total das carcacas das aves
acometidas pelo virus da bouba aviaria, excetccasgs de caquexia, aspecto repugnante e outros
especificados nos regulamentos do SIF. Estuddsimdo o sequenciamento de outros genes sao
necessarios para melhor caracterizacao viral enp@aeiliar na identificacdo da origem do agente

etiologico responsavel pelo surto e suas possiveiss.

Palavras chavéivipoxvirus Fowlpox, Frigorifico Meleagris gallopavo
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ABSTRACT

This study described the first outbreak of aviawlpmx in Brazil in previously vaccinated turkeys
and also established, in an attempt to help theerfakdinspection Service, a standard of
condemnation for carcasses with lesions charatitered fowlpox. The turkeys had crusted
macroscopic lesions on their skin, suggestive a&rafowlpox in the head and neck and no
additional clinical signs were observed. The madstalates in the flock did not change. In the
slaughterhouse, 30 carcasses were removed fronsl#ughter line to collect damaged skin
fragments for its characterization and researcthefvirus. The samples were fixed in formalin,
embedded in paraffin, cut into sections of 6 misr@nd stained with hematoxylin-eosin for
viewing in microscope. The agent identification wasrformed by conventional PCR with
subsequent sequencing of the gdpel67 On histopathology were observed: hyperkeratosis,
acanthosis and hydropic degeneration; the presehagosinophilic intracytoplasmic inclusion
corpuscles (Bollinger) was observed in keratinaeyte46.6% of samples. The PCR reaction was
positive in 83.3% of samples. Using both diagnosahniques was determined that 93.3% of the
samples were positive for fowlpox. In the phylogenstudy, the samples show 100% of identity to
each other suggesting that the outbreak occurred Bingle virus strain. The sequenced gene
fragment did not allow differentiation between stsaof virus that infect turkeys, chickens or
vaccinal strain. The fowlpox virus is avian spec&secific, and there are no reports of its
occurrence in mammals. According to the macroscap@ microscopic characteristics of the skin
lesions is not justified total condemnation of wyls carcasses affected by avian fowlpox, except in
cases of cachexia, disgusting aspect and otherifispgons at Federal Inspection Service
regulations. Studies including the sequencing dfheotgenes are needed to better viral
characterization and can assist in identifying iarigf the etiologic agent responsible for the
outbreak and its possible sources.

Key words:Avipoxvirus Fowlpox, SlaughterhousMeleagris gallopavo
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Bouba aviaria

Doenca viral provocada pelo poxvirus aviario pexéeie ao génerAvipoxvirus,e comum
em aves comerciais, de estimacdo e selvagens (TRIPAREED, 1998; TRIPATHY; REED,
2008). Dentro do género Avipoxvirus existem atwalite apenas 10 espécies definidas com nomes
originalmente atribuidos de acordo com as espélgesves que infectam ou a partir do qual eles
foram isolados (ICTV, 2013). Novos isolados corgimua ser identificados em novas espécies
como os detectados em flaming®hpenicopterus minorfZIMMERMANN et al., 2011), aguia
(Spilornis cheela]CHEN et al., 2011) e beija flo€alypte annaJGODOQOY et al., 2013).

Além de bouba aviaria, outras nomenclaturas sdongraclas na literatura como variola
aviaria, pox de péassaros, infeccdo por poxvirusiolsa das aves, difteria aviaria, epitelioma
contagioso, molusco contagiosgefluegelpocken(alemao), viruela aviar (espanhol),variole
aviaire (francés) evariola gallinarum (VAN RIPER; FORRESTER, 2007; TRIPATHY; REED,
2008). No Brasil, assume variagdes regionais deenclatura podendo ser chamada de "carogo”,
"pipoca” e "bexiga". E uma doenca conhecida podiares brasileiros, também presente em aves
de subsisténcia (SILVA et al., 2009).

De ocorréncia sazonal e pouco relatada oficialmeatBrasil, sdo escassas as informacdes
sobre esta doenca em animais de producdo. Peteata (2014) relatou o mais recente caso de
bouba aviaria em ave silvestre.

No Brasil, a bouba aviaria pode ser consideradagoeemergente e intervém na producao
de ovos e de carne (TRIPATHY; REED, 2008; MANAROLEAal., 2010).

1.2 Poxvirus

O grupo dos poxvirus € formado por um complexo atégenos virais, classificados como
virus complexos e caracterizados por possuirem firmadupla linear de DNA, replicacao
citoplasmatica, sendo os maiores entre todos as ue infectam animais (MOSS, 2001). A
familia Poxviridae é dividida em duas subfamiliasChordopoxvirinaeque agrupam 0s que
infectam vertebrados e Entomopoxvirinagcujas espécies infectam invertebrados. A subliami
Chordopoxvirinae2 dividida em nove géneros, 0s quais incluer®risopoxvirus, Leporipoxvirus,
Parapoxvirius, CapripoxvirusCrocodylidpoxvirus, Cervidpoxvirus, Molluscipox\siuSuipoxvirus,
Yatapoxviruse Avipoxvirus(ICTV, 2013).
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1.3 Avipoxvirus

O virus da bouba aviaria, pertencente ao gémeripoxvirus esta entre 0s maiores
conhecidos (TRIPATHY; REED, 1998; TRIPATHY; REEDQ@B). Como membros de outros
géneros da familiRoxviridae tém morfologia semelhante em forma de tijolo elioes de cerca de
330 x 280 x 200 nm. PorérAyipoxvirusapresentam divergéncias com a conservacao déesegi
gendbmicas centrais de outros géneros da subfam@iiardopoxvirinaee avalia-se que 0s
Avipoxvirugpossam constituir uma nova subfamilia dos Pox{ifuUs-MAN et al., 2004).

1.3.1 Sensibilidade e resisténcia

Sédo facilmente destruidos pela maioria dos desintfe$ comuns. Resistente ao éter e
cloroférmio pode suportar 1% de fenol, 1:1000 denfdina durante nove dias, hidréxido de
potassio a 1% ou aquecimento a 50° C durante 30tosifANDREWS et al., 1978; TANTWAI et
al., 1979). Quando dessecado, o virus da bouldaiavhostra resisténcia podendo sobreviver em
crostas secas por meses ou mesmo anos no am@iBMATHY; REED, 2008).

A susceptibilidade a infec¢ao pelo virus da bouhara, também importante para adquirir a
doenca, tem fatores que podem favorecer seu ddsgngnto como as espécies de hospedeiros,

idade (aves jovens sdo mais suscetiveis), estacanale ambiente (RITCHIE, 1995).

1.3.2 Classificacao das estirpes

Van Riper e Forrester (2007) relataram a identjfica de polipeptidios, as diferencas
gendmicas, 0S genes nao essenciais e imunomodegadamo formas de classificar e diferenciar
estirpes. Tentativa para diferenciar estirpes fodascritas por Jarmin et al., (2006) que realizaram
estudo filogenético e categorizaram trés sub cdadsevirus da bouba aviaria, divididas em A
(estirpe galinhas), B (estirpe pombos) e C (estgi&rios).

Slocombe et al. (2013) detectaram uma nova cliessérus da bouba aviaria ndo agrupada
em nenhum dos grupos existentes. Esse estudomonfiqgue sdo necessarios outros genes para

obtencéo da classificacao filogenética definitisgpdxvirus aviario.
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1.3.3 Transmissao

A transmissao é relativamente lenta, podendo serajggacao direta pelo contato entre os
animais ou indireta pelo contato dos animais comit&s contaminado§PLEDGER, 200% A
manipulacéo individual de aves no momento da vaéimgode transportar o virus das maos e
roupas dos vacinados para os olhos de aves sussdliRIPATHY; REED, 2008). Ja foi relatada
a transmissao mecanica do virus de perus machextadbs para fémeas pela inseminacao artificial
(METZ et al., 1975).

Mosquitos também sédo transmissores do virus daabaularia, 11 espécies de dipteros ja
foram relatadas como vetores (AKEY et al., 1981adaroDermanyss gallinaéem sido influente
na difusédo do virus (SHIRINOV et al., 1972). Zylverg et al. (2013) afirmam que dois mosquitos
séo vetores potenciais do virus da bouba avidgdes aegypt Culex quinquefasciatu®© Aedes
aegypti,conhecido como mosquito transmissor da dengudebda Chikungunya em humanos esta
atualmente distribuido em todo Brasil. O mosqutolex quinquefasciatussonhecido como
muricoca no nordeste brasileir® encontrado em varios paises da América do\&ubas et al.
(2011) sugerem que a localizacéo das lesbes elderegem penas pode estar associado aos locais

preferenciais de picadas de artropodes transmgsdoreirus.

1.3.4 Patogénese

No epitélio do hospedeiro, a biossintese de um nome envolve duas fases distintas,
sendo a primeira resposta durante as primeirasors hseguida de sintese de um novo virus em
72-96 horas (CHEEVERS et al., 1968). A sintesdD& no hospedeiro € acompanhada por
hiperplasia epitelial de 36 a 48 horas ap0s infecd#éhelger e Randall (1964) e Tajima e Ushijima
(1966) demonstraram que a replicagdo do DNA vimhospedeiro comeca entre 12 a 24 horas,
seguindo taxa exponencial de sintese entre 6her&s.

Durante a morfogénese, formas de desenvolvimentdrde da bouba aviaria em fases de
transicdo conduzem a formas maduras do virus. Airpedfase consiste em tempo latente, com
areas de viroplasma dentro do citoplasma rodeadanpmbranas incompletas. As particulas se
condensam e adquirem membrana externa adicionad par tornar virions incompletos
(ARHELEGER; RANDALL 1964; KREUDER et al., 1999; HRFANDEZ et al., 2001). Este
processo produz o corpusculo de inclusdo intraesopatico eosinofilico (corpusculo de
Bollinger), que é observavel através da microscdpiuz (VAN RIPER; FORRESTER, 2007).
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1.3.5 Aspectos clinicos

O periodo de incubacédo varia com a espécie, tiparde e hospedeiros. Tripathy e Reed
(2003) sugeriram um periodo de quatro a 10 diagi@mhas, perus e pombos, e Kirmse (1969)
encontrou em aves selvagens periodos de incubac¢ate dim més. O curso da doenca € de duas a
trés semanas, geralmente a mortalidade é baixa,emoanque ocorra infeccdo secundéria
(TRIPATHY; REED, 2008; BERNARDINO, 2009). A doenpade ocorrer nas formas cutanea,

diftérica ou mista.

1.3.5.1 Forma cutanea ou seca

Caracteriza-se pela manifestacdo de lesfGes cutawdatares nas regides desprovidas de
penas do corpo das aves, principalmente nas red@esista, barbelas, palpebras, canto do bico,
parte interna das asas e ao redor da cloaca. Nio,ir@stes nédulos sdo planos e pequenos, e
rapidamente aumentam em tamanho, podendo coakesoanar-se marrom-escuras (TRIPATHY;
REED, 2008; BERNARDINO, 2009). Quando totalmenteseswolvidos, aparecem pustulas
circulares, de 3 a 5 mm de didametro, com areasaiemnte necrose delimitada por zonas de eritema
(VAN RIPER; FORRESTER, 2007).

1.3.5.2 Forma diftérica ou mucosa

Cunningham (1972) descreveu as lesfes presenteasembranas mucosas de frangos de
corte como brancas, opacas, com nodulos ligeiramaeiados que aumentavam rapidamente de
tamanho, muitas vezes coalescendo de modo a fasmamaterial caseoso, necrotico com o
surgimento de pseudomembrana. Essa condicdo padegsavada devido a contaminacao
bacteriana que pode se estender causando difieutdagdiratéria.

1.3.5.3 Forma mista

Ambas as formas podem ser apresentadas, simultanegnsendo que a forma cutanea
geralmente € de curso relativamente benigno e aowalidade. Entretanto, a forma mista causa
guadros clinicos mais graves, como reducédo da pvadhde e fertilidade das aves, caquexia e alta
mortalidade (VAN RIPER; FORRESTER, 2007; TRIPATHREED, 2008; BERNARDINO,
20009).
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1.3.6 Altera¢Bes patoldgicas

1.3.6.1 LesBes macroscopicas

A lesdo caracteristica da forma cutanea da bouildaiaaem galinhas e perus é a formagéao
de nédulos que aparecem primeiro como pequenoss focancacentos, e entdo rapidamente
aumentam em tamanho e tornam-se amarelos. Algusésd primarias aparecem no quarto dia.
Papulas sdo formadas no quinto ou sexto dia, seguédh fase vesicular. As lesdes podem
coalescer e tornarem-se asperas e acinzentadasrmmyescuras (MINBAY; KREIER, 1973).

Na forma diftérica, nédulos opacos brancacentoslesenvolvem sobre as membranas
mucosas da boca, lingua, es6fago e traquéia. N®damentam rapidamente em tamanho e
coalescem tornando-se amarelos, necréticos, pséiédicds ou membranas diftéricas. Se as
membranas sao removidas, as erosfes sangram. €sgwomflamatorio pode se estender para
dentro dos seios nasais, faringe e laringe (TRIPATREED, 2008; BERNARDINO, 2009).

1.3.6.2 LesBes microscopicas

A caracteristica mais importante da infec¢do, n@s formas, € hiperplasia do epitélio e
aumento de células, associadas com alteracOesatflaas. Alteracdes histopatologicas da mucosa
traqueal incluem hipertrofia e hiperplasia das leélprodutoras de muco, com aumento de células
epiteliais, as quais contém corpusculos de inclis@acitoplasmaticos eosinofilicos (TRIPATHY;
REED, 2008).

Estes corpusculos de inclusdo podem estar presemte varios estagios de
desenvolvimento, dependendo do tempo apos a imfecc@ipando quase todo citoplasma,
resultante de degeneracdo celular. Podem ser alssnaglomerados de células epiteliais que se
assemelha a um papiloma (TRIPATHY; REED, 2008; BERRINO, 2009).

1.3.7 Diagnostico

O diagnastico clinico é realizado pela avaliagadidtdrico, sinais e lesdes. O diagndstico
laboratorial se da por técnicas, descritas a seguir
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1.3.7.1 Histopatologia

E realizada avaliagdo microscopica de um fragmeiataecido com suspeita de bouba
aviaria. Esse tipo de exame visa a deteccdo delsmujws de inclusédo intracitoplasmaticos
eosinofilicos nas células epiteliais como fatoogabmonico para diagndstico de bouba aviaria. A
associagdo das lesdes indicativas da doenca cqrarphisia do tecido e vacuolizacdo das células
também colabora para o diagndstico definitivo (TARTRY; REED, 2008). Esse é o exame padréo
ouro, segundo a OIE (2008).

1.3.7.2 Isolamento do virus

Poxvirus aviario pode ser isolado por meio da ifeg@o de material suspeito em ovos
embrionados de galinha. Aproximadamente 0,1 mLugpensao de tecido de lesGes cutaneas ou
diftéricas, com a concentracdo apropriada de atiibs, sdo inoculadas a membrana
corioalantdide (MCA) de ovos embrionados com 9-i3 dle idade. Estes séo incubados a 37°C
durante 5-7 dias, e depois examinados para detexdesdes tipopgox (lesbes brancas, focais

com espessamento generalizado da MCA) (OIE, 2008).

1.3.7.3 Neutralizacéo de virus

Apos a interacdo virus / soro, a atividade de viesidual pode ser testada em ovos
embrionados de galinha ou em culturas de célulse teste pode ndo ser conveniente para o
diagnéstico de rotina, pois apenas algumas estsplesionadas tém capacidade de formacéo de

lesdes tipo pox em membrana corio alantdide de deaglinha embrionados (OIE, 2008).

1.3.7.4 Imunodifusdo em gel de Agar

Anticorpos podem ser detectados por testes costemtigenos virais. O antigeno pode ser
derivado por sonicacdo (quebra das células por sonslanoras de alta frequéncia) e
homogeneizagéo de lesbes cutaneas ou MCA infectbdascomo, por tratamento de culturas de
células infectadas (OIE, 2008).
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1.3.7.5 Hemaglutinacao passiva

Células vermelhas do sangue de ovinos ou equirmse&ibilizadas com um antigeno do
virus da bouba aviaria, parcialmente purificado entigeno € preparado a partir de MCA
infectadas. E um teste sensivel, mas ndo perndiier@nciacdo do virus (OIE, 2008, TRIPATHY;
REED, 2008).

1.3.7.6 Imunoflorescéncia, imunoperoxidase e ELISA

Testes de imunoflorescéncia irdo revelar coloragacitoplasmatica especifica em células
infectadas pelo virus da bouba aviaria. Para dzegdlo da técnica sdo utilizados anticorpos
disponiveis comercialmente (OIE, 2008).

ELISA é o método de escolha para deteccéo de resposioral ao virus da bouba aviéria,
sendo capaz de detectar anticorpos de 7-10 dias apdfeccdo (OIE, 2008). Li et al. (2012)
realizou o estudo para desenvolverem novo testBELd8A utilizando anticorpo policlonal, os
resultados mostraram que este foi capaz de deteatius da bouba aviaria, e ainda foi capaz de

distingui-lo de patdgenos como o virus da larirgmieite e virus da gripe aviéria.

1.3.7.7 Analises Moleculares

Como métodos de andlise molecular, s&o utilizadoReatriction Fragment Length
Polymorphism(RFLP) e @olymerase Chain ReactigRCR). A RFLP permite a discriminagéo de
alguns isolados, porém € uma técnica que demamdpote 0s resultados sdo relativamente
rudimentares (WELI et al., 2004).

PCR é uma técnica que amplifica sequéncias de Diiaandoprimersespecificos. Como
complemento, realiza-se a andlise de sequénciafrdgsnentos de DNA amplificados para
deteccdo, diferenciacdo e caracterizacdo molecddarisolados de virus da bouba aviéria
(LUSCHOW et al., 2004). A utilidade dessa técrseala pela necessidade de pequena quantidade
de amostra e seguranca no resultado. O ugaridesr ou iniciador especifico descarta possiveis
erros no diagnéstico (TRIPATHY; REED, 2008).

1.3.8 Diagnostico diferencial

Lesdes macroscopicas traqueais produzidas pele dawbouba aviaria na forma diftérica
sdo semelhantes as causadas pelo virus da laaggefte infecciosa. No caso da laringotraqueite,
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histologicamente corpusculos de inclusédo intrataspaticos eosinofilicos ndo sdo detectados no
epitélio traqueal (TRIPATHY; REED, 2008; BERNARDINQO009). Lesbes por deficiéncia de
vitamina A e deficiéncia de acido pantoténico oubd#ina em aves jovens (AUSTIC; SCOTT,
1997;) e pela toxina T-2 podem ser confundidas tes@es da bouba aviaria (CHI; MIROCHA,
1978).

Em pombos, as lesBes diftéricas de bouba aviarierposer confundidas com lesdes
causadas poFrichomonas gallinaeque sdo diagnosticadas pelo exame microscopiesfdegacos
ou por cultura (TRIPATHY; REED, 2008; BERNARDINOQ@9).

1.3.9 Controle

1.3.9.1 Biosseguranca

Como nao hé tratamento eficaz, a profilaxia é ehoredolucdo. Boas praticas de manejo e
medidas de biosseguranca, particularmente limpeesiafeccdo dos galpdes, controle de insetos e
passaros, sdo essenciais no controle da doencBATRIY; REED, 2008; BERNARDINO, 2009).

1.3.9.2 Vacinacgao

As vacinas de bouba aviaria sdo vivas, liofilizadagroduzidas com as cepas pombo ou
galinha, com as variagdes cepa forte ou suaveu§&#Etas na prevengao em reprodutoras, poedeiras,
frangos de corte e perus, em areas onde a doeegdéénica, com histérico de surtos de bouba
(FATUNMBI; REED, 1996; TRIPATHY; REED, 2008; BERNARNO, 2009).

Pode ser administrada vim“ovd' entre o 18° e 19° dias de vida embrionaria. Ansadeve
ser reconstituida no diluente de Marek, pois asinaac sdo aplicadas simultaneamente
(TRIPATHY; REED, 2008; BERNARDINO, 2009).

Em reprodutoras e poedeiras, geralmente utilizamdusess vacinacdes. A vacinagdo com
amostra atenuada suave, ou com a amostra de vinisop € usada em aves com menos de seis
semanas de idade, e geralmente, sdo aplicadasimeirprdia de vida, no incubatoério, por via
subcutanea, juntamente com a vacina para MarekevAcmacdo, em aves com mais de seis
semanas de idade, pode ser feita com amostrasadeenforte, aplicada via membrana da asa, entre
seis e quatro semanas antes do inicio da prode;éec(TRIPATHY; REED, 2008).

Frangos de corte alojados em areas com alto dedafibouba aviaria, ou em areas

infestadas com insetos hemat6fagos, devem seradmsnno incubatoério, por via subcutanea,
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juntamente com a vacina de Marek. Uma so6 vacinacéuficiente para a protecdo de frangos de
corte (TRIPATHY; REED, 2008; BERNARDINO, 2009).

As reacdes tissulares locais (reacdo poés-vacir@aisistem na formacdo de pequenos
nodulos induzidos no local de inoculacdo da vaciaamembrana da asa (“pega da vacina”) e
apresentam-se aos 5-7 dias apo0s a vacinacdo. Avabde da “pega da vacina” € um bom
indicador do éxito da vacinacéo (TRIPATHY; REEDO2DBERNARDINO, 2009).

1.3.10 Imunidade

As aves que se recuperam de infeccbes por van@daa ou que tenham sido vacinadas,
geralmente sdo imunes a nova infeccdo com esspeed virus (VAN RIPER; FORRESTER,
2007). Cunningham (1972) descreveu que vacinasacoepa pombo podem induzir imunidade em

galinhas e perus sem desenvolver a doenca.

2. Servico de Inspecao Federal — critérios de insgio sanitaria

2.1 RIISPOA

O Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitars Bldutos de Origem Animal -
RIISPOA foi aprovado pelo Decreto N° 30.691, deD39.952, que regulamentou a Lei N° 1.283,
de 18.12.1950, alterado pelo Decreto N° 1.255,51@621962, alterado pelo Decreto N° 1.236, de
02.09.1994, alterado pelo Decreto N° 1.812, de 208996, alterado pelo Decreto N° 2.244, de
04.06.1997, regulamentado pela Lei N° 7.889, d&12B989.

Conforme Portaria n° 210, (BRASIL, 1998) a inspepastmortemde aves se realiza em

trés etapas ou "Linhas de Inspecao”, a saber:

 Linha A - Exame interno: Realiza-se através da alizsacdo da cavidade toracica e
abdominal (pulmdes, sacos aéreos, rins, érgaoodefares), respeitando-se o tempo

minimo de dois segundos por ave.

* Linha B - Exame de visceras: Visa 0 exame do coraigado, moela, baco, intestinos,
ovarios e ovidutos nas poedeiras. Realiza-se atrdaésisualizacdo, palpacdo, conforme o
caso, verificacdo de odores e ainda incisdo. Asesimgexame dos oOrgdos verifica-se o
aspecto (cor, forma, tamanho), a consisténcia, eegtas ocasides, o odor. Na execucao do

exame em questao, deve ser respeitado o tempo endl@rdois segundos por aves.
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* Linha C - Exame externo: Realiza-se através daalimcao das superficies externas (pele,
articulagdes, etc.). Nessa linha, efetua-se a r@malg contusdes, membros fraturados,
abscessos superficiais e localizados, calosidageles, Preconiza-se, também, o tempo

minimo de dois segundos por ave para a realizagste éxame.

2.2 SECAO V - Aves e pequenos animais

De acordo com o RIISPOA e com a Portarf21® de 10 de novembro de 1998, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastegitoe qualquer 0rgado ou outra parte da carcaca
gue estiver afetada por processo inflamatorio deser condenada e, se existir evidéncia de carater
sistémico, a carcaga e as visceras na sua towlidaderdo ser condenadas (BRASIL, 1962;
BRASIL, 1998).

Art. 229 - Todas as aves que no exaar@e' ou "post-morterhapresentem sinais ou forem
suspeitas de tuberculose, difteria, célera, vartitese aviaria, diarréia branca, paratifose, teses,
peste, septicemia em geral, psitacose e infeclafil@cocicas em geral, devem ser condenadas.

Art. 230 - As enfermidades tais como coccidiosde@rhepatite, espiroquetose, coriza
infecciosa, epitelioma contagioso, neuro-linfomatoringo-traqueite, aspergilose, determinam
rejeicdo total quando em periodo agudo ou quandangsais estejam em estado de magreza

pronunciada.

2.3 Destino da carcaca

Assim, o regulamento determina que o0 destino daeca visceras comestiveis é
determinado na Inspecéamte-morteme post-mortemonde é definido se vai ser aprovado ou

condenado total ou parcial (BRASIL, 1998). As caasapodem ter os seguintes destinos:

* LIBERADA (aprovada para consumo humano): No exawost-mortermao foi encontrado
nenhuma evidéncia de afeccdo anormal ou enfermiel@deperacdo de abate foi realizado
corretamente, ndo apresentando nenhum problemagimrse de manejo na recepgao,

pendura, sangria, depenagem ou na evisceracao.

« TOTALMENTE CONDENADAS: E condenado totalmente quarmhcontrada afeccdes ou
enfermidades que tornam inviavel o consumo humdimanuindo a qualidade da carne e

visceras comestiveis.
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* PARCIALMENTE CONDENADAS: Condenam-se alterac6esuliasites de enfermidades
que estdo localizadas ou encontram-se nas viscenasstiveis ou ainda parte da carcaca,

sendo entdo encaminhada para o consumo humar®gdpate com qualidade.
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CAPITULO 2 - Primeiro surto de bouba aviaria em perus de corte

previamente vacinados no Brasil

Ferreira Bd*, Couto RM 2, Ecco R 2, Coelho HE 3, Rossi DA &l&ti ME 1, Silva PL 1.

1 Universidade Federal de Uberlandia — Faculdaddetticina Veterinaria - UFU
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RESUMO

Esse estudo realizou a primeira descricdo de uto derbouba aviaria ocorrido em perus de corte
previamente vacinados no Brasil. As aves apresanté&sdes cutaneas crostosas macroscopicas
sugestivas de bouba aviaria na regido da cabeeevieal € nenhum sinal adicional foi observado
incluindo a ndo alteracdo nos indices de mortadidaal lote. No frigorifico, 30 carcacas foram
retiradas da linha de abate para coleta de dagnatos de pele com lesbGes para caracterizacao
histolégica e pesquisa do virus. As amostras fdneadas em formol tamponado 10%, embebidas
em parafina, cortadas em seccdes denbe coradas pela técnica de hematoxilina-eosina par
visualizacdo em microscopio de luz clara. A iderdifdo do agente foi realizada pela técnica de
PCR convencional com posterior sequenciamento. Xémne histopatologico foram observados:
acantose, hiperqueratose e degeneracdo hidropic@refenca de corpusculos de incluséao
intracitoplasmaticos eosinofilicos (Bollinger) ngsieratinécitos foi observada em 46,6% das
amostras. A reacao pela PCR foi positiva para 831&8mamostras. Com o uso das duas técnicas de
diagnéstico foi possivel determinar que 93,3% daassdéras foram positivas para bouba aviaria. No
estudo filogenético realizado, as amostras apraseh00% de identidade entre si sugerindo que o

surto ocorreu por uma unica estirpe de virus. @niiento do gene sequenciado ndo permitiu a

Autor para correspondéncia: * Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Rua Cear3, s/n, Bloco 2D, Sala 43, Campus Umuarama, Uberlandia,
MG, 38402 018 Brasil. pauloufu@hotmail.com
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diferenciacdo das estirpes virais de perus, vacmal de galinhas. Estudos incluindo o
sequenciamento de outros genes sdo necessariomelu@ caracterizacdo do virus responsavel

por surtos da doenca em perus das granjas de Kaerass, Brasil.

Palavras chavéivipoxvirus fowlpox, Meleagris gallopavoyacina.

ABSTRACT

This study made the first description of a outbrefkowlpox in vaccinated turkeys previously in
Brazil. The birds had skin crusted with macroscdestons, suggestive of fowlpox in the head and
neck and no additional signal was observed inclydio change in mortality rates in the flock. In
the slaughterhouse, 30 carcasses were removedHesiaughter line to collect two skin fragments
with lesions for histological characterization aredearch of the virus. The samples were fixed in
10% buffered formalin, embedded in paraffin, cutoirsections of 5um and stained with
hematoxylin-eosin for viewing in microscope. Theeag identification was performed by
conventional PCR with subsequent sequencing. Otogathology were observed acanthosis,
hyperkeratosis and hydropic degeneration. The poesef eosinophilic intracytoplasmic inclusion
corpuscles (Bollinger) on keratinocytes was obs#mwe46.6% of the samples. The reaction by
PCR was positive for 83.3% of the samples. With dee of the two diagnostic techniques was
determined that 93.3% of the samples were posfovdowlpox. In the phylogenetic study, the
samples show 100% of identity to each other suggg#tat the outbreak occurred by a single virus
strain. The sequenced gene fragment did not all@vdifferentiation of viral strains of turkeys,
vaccinal strain or chickens. Studies including $bquencing of other genes are required for further

characterization of the virus responsible for oedlss in turkeys of farms of Minas, Brazil.

Key words:Avipoxvirus fowlpox, Meleagris gallopavoyaccine.
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INTRODUCAO

Bouba aviaria, provocada por um virus pertenceffaendlia PoxviridaegéneroAvipoxvirus
€ uma doenca que afeta exclusivamente @uegathy & Reed, 2003)Também conhecida como
variola aviaria ou epitelioma contagioso, € umaemnidade especifica que afeta tanto aves
domésticas como silvestres podendo ser transnptidavetores artrépodes ou pelo contato com
particulas infecciosas (Tripathy & Reed, 2008).

Seu curso é caracterizado por duas fases: umastaspitial do hospedeiro com hiperplasia
celular acentuada durante as primeiras 72 horadess de virus entre 72-96 horas apos a infec¢ao
(Cheevers & Randall, 1968; Cheevetsal, 1968). Bouba aviaria acarreta na formacéo dietes
nodulares proliferativas da pele, nas regides degtas de pena no corpo da ave (forma cutanea)
e/ou em lesdes fibrino-necréticas e proliferativees membrana mucosa do trato respiratério
superior, boca e eséfago (forma diftérica) (Met¢al, 2008). Também € possivel a manifestacédo
das duas formas, caracterizando a forma mista.

Apesar de ndo ser uma doenca de alta letalidadeozairéncia atipica, relatos de bouba
aviaria em animais silvestres sao cada vez majsdreges no Brasil (Catroxai al, 2009; Vargast
al., 2011; Pereirat al 2014). No pais, bouba aviaria é observada emzeatde galinhas e perus,
mas devido a sua ocorréncia sazonal e as manidestadcandas n&do existem pesquisas recentes.

Relatos de bouba sdo comuns em varios paisesdongdtlogenéticos foram descritos por
Luschowet al (2004), Jarmiret al (2006) Manarollagt al (2010) e Gyuraneczt al. (2013) com
isolados dos Estados Unidos, Italia, Alemanha e anros paises. Pesquisas moleculares,
correlacionadas as manifestagfes clinicas permétadentificacdo e comparacdo genética entre
estirpes pela consulta a um banco de estirpesifidadas por espécie infectada, pais de origem,
ano de isolamento, tipo isolado (forma cutane&ériia ou mista) e forma de isolamento (lesées ou
cultivo em ovos embrionados).

Vacinas vivas tém sido utilizadas para evitamanga sendo realizada a imunizacéo das

aves suscetiveis com estirpes vivas atenuadas &stigpes sao provenientes de bouba aviaria de
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galinhas, ou de pombos (Tripathy & Reed, 1997)rdfanto, a eficacia dessas vacinas vem sendo
guestionada em todo o mundo, visto que nos ultamos, surtos da doenca tém sido relatados em
perus previamente vacinados (Odeyal, 2006; Estrella-Teet al, 2013).

Estudo experimental com perus vacinados e namados para bouba aviaria revelaram
gue a vacinacao nao influenciou a incidéncia dangkpemas reduziu a gravidade da manifestacao
clinica e a mortalidade em aves jovens nas popesagsiudadas (Estrella-Tetcal, 2013).

A queda na produtividade dos animais e a elevag® iddices de condenacdo em
abatedouros por bouba aviaria vém ocorrendo noggmabrasileiros. Com o intuito de colaborar
com o0 avanco das pesquisas, esse estudo realmouera descricdo de um surto de bouba aviaria

ocorrido em perus de corte previamente vacinadoByrasil.

MATERIAL E METODOS

Desde o inicio dos primeiros sinais de bouba avidairegido, a quantidade de aves afetadas
no periodo foi registrada, em conjunto com o Serde Inspecdo Federal regional, por meio de

mapas nosoldgicos oficiais. Esse monitoramentstemeeu até o ano de 2014.

Coleta das amostras

Perus provenientes de um lote de 840 perus pert&sca uma granja do municipio de
Indianopolis foram abatidos com peso médio aprodonde 15.440kg aos 115 dias de idade em
junho de 2013. Os animais eram vacinados para bauitdsia. Desse lote, 30 carcacas foram
retiradas da linha de abate para coleta de fragmene pele com lesdes e em seguida eram
encaminhadas a graxaria.

A coleta de uma leséo de cada ave foi realizadgapdo e retirando um fragmento de pele
utilizando bisturi e pinca estéril. Estes fragmentoram seccionados de forma a conter areas da

pele com lesdo e margem de pele normal. As sefgf@en divididas e armazenados paralelamente
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em formalina tamponado 10% para a avaliacdo h@gt#6 e em microtubos, que foram

armazenados sob congelamento a — 20°C até o modeeattalise molecular.

Andlise histopatologica

As andlises histopatoldgicas foram realizadas rimizaorio de Histologia da Universidade
Federal de Uberlandia. Os fragmentos fixados emmdbna tamponada a 10% por 48h foram
transferidas para recipientes contendo alcool 70%.tecidos foram desidratados em séries
crescentes de etanol, diafanizados em xilol, idosiem parafina para a obtencao de cortes seriados
a espessura de 6 micrometramj, corados pela hematoxilina e eosina e avaliadwgcroscopia
de luz clara. O diagnostico histopatolégico da laoabiaria foi baseado na observacédo de lesdes
tipicas associadas a corpusculos de inclusao itmpéasmaticos eosinofilicos (Tripathy & Reed,

2008).

Anadlise molecular

A técnica molecular foi realizada no laboratorio Eatologia Molecular do Setor de
Patologia da Escola de Veterinaria da Universidedderal de Minas Gerais — UFMG. Para
extracdo de DNA, as amostras foram descongelapgasaea extracdo do DNA foi utilizado o iodeto
de sodio (Nal) e a silica, com procedimentos dedacoom Boomet al. (1990) e Volglstein &
Gilles (1979), com modificacdes.

As amostras de tecido foram raspadas com o usoddamina de bisturi 2.0 em placa de
Petri de vidro, e em seguida adicionadas em umoinigo de 1,5 mL e maceradas com um pistilo.
Apés, foi adicionado ao conteudo, 300pL de Nal (guemoveu a dissolugdo do tecido e o
rompimento da membrana celular). Para a adsor¢caDN# em solugéo foi utilizado 40uL de
silica. Prosseguia-se com trés lavagens com 50fepdtanol étanol-wash e por fim lavagem com

1mL de acetona.
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O DNA extraido foi eluido em 40 pL de TE (tris EDTA em seguida, analisado e
guantificado pela medida de absorcdo atdmica an?6Cem espectrofotdmetro (Nanodrop ND-
1000, Thermo Scientific, Wilmington, U.S.A.).

O DNA extraido foi submetido ao teste de ReacdoCadeia pela Polimerase (PCR)
utilizando-se primers  especificos: 5-CAGCAGGTGCTAAACAACAA 3 e 5-
CGGTAGCTTAACGCCGAATA 3' (Lawsoret al.,2012).As reacdes de PCR foram realizadas de
acordo com a recomendacdo do fabricante. Para 28euvolume (PCR Master mixPromega),
utilizou-se 200 ng de DNA da amostra e 0,02 nmopdmer. A amplificacdo foi realizada em
termociclador nas seguintes condi¢des: 94°C porirtutos, seguido de 45 ciclos 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e wewéensao final de 72 °C por 7 minutos
(Lawsonet al.,2012). Os produtos de PCR amplificados foram sejosr por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% e visualizadas apo0s coloracdobtometo de etidio em transiluminacéo
ultravioleta.

Quatro amostras positivas para o virus da boubariavifioram encaminhadas para
sequenciamento do gendpvl67 no Laboratorio de Genética do Departamento de
Zootecnia/Medicina Veterinaria Preventiva da Esdel&/eterinaria da UFMG.

A amplificacédo do fragmento do gefp167 (p4b locus) baseou-se na metodologia descrita
por Lawsonet al. (2012). Assim, 2uL do amplicon de cada amostra foram pipetados em
microtubos juntamente com Qu& (0,005 nmol) de cadprimer (foward e reverseseparadamente)

e fuL de agua ultrapura, totalizando 7,6 em cada tubo. As sequéncias estao descritasheara

1.

Tabela. 1Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadorezatibs para sequenciamento de amostras de bouba.avia

Gene Tamanho
. Primer Sequéncia do primer (5—3’) produto de Referéncia
amplificado PCR
P1 fpv CAGCAGGTGCTAAACAACAA
578 pb Lawsoret al., (2012).

fpv167 P2 fpv CGGTAGCTTAACGCCGAATA
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A amplificacéo foi realizada nas seguintes coreB¢c®4°C por 5 minutos, seguido de 45
ciclos 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 7p4E 1 minuto e uma extensao final de 72 °C por
7 minutos.

Os produtos amplificados de DNA foram extraidosigfijpados da agarose utilizando o kit
(Invisorb® Spin DNAEXxtraction Ki), conforme recomendacfes do fabricante. Cada eanfust
sequenciada trés vezes, nas dire¢oesrd e reverse pelo método Sanger por eletroforese capilar
utilizando o kit (ABI Tag DyeDeoxy Terminator vecs8.1 Cycle Sequencing Kide acordo com
as instrucdes do fabricantépplied Biosystemsinc., Foster City, California, USA) em um
sequenciador automatico (ABI 3130 Genetic Analyzer)

As reacfes de sequenciamento foram realizadas oopasso inicial de desnaturacéao a 96°
C por 1 min; 30 ciclos 96° C por 15 s, 50° C porsls60° C por 4 min; finalizando em um dltimo
passo a 8° C indefinidamente (Programa SegqDNAgguis, 0 produto desta reacao foi precipitado
com 40uL de isopropanol a 65%, incubado a temperatura emino escuro por 30 minutos e
centrifugado a 14.000 rpm por 45 minutos. O soltante foi removido, acrescentou-se pl0de
etanol 60% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), dergou-se a 14.000 rpm por 10 minutos e o
precipitado foi desidratado em estufa a 95°C poirtutos.

Com o uso do programadftwarg SeqScap (versdo 2.5), as sequéncias obtidas foram
analisadas, e sequéncias consenso foram criadapogtama Mega (versdo 5.0) foi utilizado no
alinhamento com sequéncias depositadassanBankdatabase (NCBI) utilizando a plataforma
BLASTnN. As arvores filogenéticas foram geradas pektodoneighbour-joiningcom bootstrap
1000, Kimura 2 parametros.

As sequéncias publicadas G@nbankutilizadas para comparagédo com a estirpe isolada d

perus com bouba aviaria abatidos em Minas Gertis ééscriminadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Sequéncias do geripv167do virus de bouba aviaria publicadas®@enBankutilizadas para comparacao
com a estirpe isolada de perus com bouba aviarisliers Gerais.

N° Acesso Nome
GenBank
HM623675 Fowlpoxcompleto 4b
AMO050387 TurkeypoxCVL 2/11/66
AMO050388 Turkeypox10/12/98
GQ180212 TurkeypoxPA213/07
AY530304 TurkeypoxGB 134/01
KC017961 Turkeypox
JN615018 Avipoxvirus penguin/AP/ARG/2007
KC017966 Avipoxvirus Georgia
KC017967 Avipoxvirus Hungary
KC017998 Avipoxvirus California
KF722863 Fowlpox FWPV3/DOM
KM396387 Fowlpox IPVDF/LSA/2012/01
KM396388 Fowlpox IPVDF/LSA/2012/02
KM396389 Fowlpox IPVDF/LSA/2012/03
KM396390 Fowlpox IPVDF/LSA/2012/04
AMO050377 ChickenpoxCVL 174/4/04
AMO050378 Chickenpox Vaccina Mil&ort Dodge
AMO050379 FowlpoxNobilis VVariole MSD
AMO050380 Chickenpox Vaccin®iftosec Merial
KC017960 Fowlpox Hungary
AY530302 FowlpoxHP
AMO050384 Canarypox Vaccind&ort Dodge
AMO050375 Canarypox1445/97/33
AY530309 CanarypoxGB 724/01-22
KC018060 CanarypoxChile
AM050389 SparrowpoxCVL 9037 66
AM050390 SparrowpoxCVL 9037 23
AY530303 Pigeonpox
AY530305 Ostrich
RESULTADOS

Os primeiros sinais da doenca foram observadosmeagranja de perus em dezembro de
2012. Durante a coleta, em junho de 2013, as guesentavam lesdes caracteristicas da forma
cutanea de bouba. De aparéncia crostosa e nodsldesdes eram disseminadas nas regifes da
cabeca e cervical. Nenhum sinal clinico adicioral dbservado, e ndo ocorreu aumento na
mortalidade no lote.

No exame histopatolégico das lesGes cutaneas @sgla, 1b, 1c, 1d ), observou-se em
todas as amostras hiperqueratose, acantose e degiEneidropica. A presenca de corpusculos de

incluséo intracitoplasmaticos eosinofilicos (Bajim) nos queratindcitos foi evidenciada em 46,6%
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das amostras. Nos casos em que nao foram obsercadodsculos de inclusdo, nas lesdes
cutaneas, predominava necrose (ulceracao) de tadanada epitelial, a qual foi substituida por

restos necréticos e queratina.

vacuolizacdo e presenca de corpUsculos de inclusiacitoplasmaticos eosinofilicos H&E x20. Figula —
Hiperplasia do tecido com grande quantidade deagjuer, infiltrado inflamatério margeando o tecidutelial. H&E
5x. Figura 1 d — Grande quantidade de infiltradtamatério H&E 5x

Na derme observou-se infiltrado inflamatério moktél a coalescente por linfocitos e
plasmaécitos. A classificacdo desses infiltradodaméatorios em trés graus, considerando a
guantidade de focos presente em cada seccdo decq@eldesdo demonstrou que 56,6% das
amostras apresentaram infiltrado inflamatério difud0% infiltrado inflamat6rio multifocal, 10%
infiltrado inflamatério focal e 3,3% nao apreseatarinfiltrado inflamatério (Tabela 3). Na pele de
algumas aves observaram-se também erosfes e dlegragsociadas a infiltrado heterofilico e

colénias bacterianas.
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Tabela 3 Amostras com a presenca (P) /auséncia (A) dadsorpio de incluséo intracitoplasmatico eosinofilicd) e
classificagdo dos infiltrados inflamatérios linf@rios e plasmocitarios.
Amostra Cl Classificagdo Amostra Cl Classificacdo fostra Cl Classificacdo

P1 P o P11 P o P21 P -
P2 A + P12 A ++ P22 P ++
P3 P 4+ P13 A +H+ P23 A +H+
P4 P +H+ P14 A +H+ P24 P 4+
P5 A +H+ P15 A —+ P25 A +H+
P6 P 4+ P16 A +H+ P26 A +H+
P7 P — P17 A +H+ P27 P -
P8 A + P18 P ++ P28 P ++
PO A ++ P19 A + P29 A et
PIO P T P20 P ++ P30 A L

P - Presenca; A - Auséncia; + Infiltrado inflamaidocal; ++ Infiltrado inflamatoério multifocal;
+++ Infiltrado inflamatério difuso

A analise histopatologica associada a PCR permaitileteccdo do antigeno do virus da
bouba aviaria em 93,3 % das amostras analisadae estudo. A histopatologia permitiu
estabelecer diagnostico definitivo para a doencd@® dos casos. A figura 2 ilustra os produtos
amplificados do fragmento do gene 4b do genoma mpo virus da bouba aviaria em gel de

garose 1,5%.
Amostras M 2 3 4 § 7 8 8 11 12 12 14 15 17

600 pb

Amosiras M 18 19 20 22 23 24 25 27T 28 20 30 V N

Figura 2. Imagem da eletroforese em gel de agdr@$ de PCR para Avipoxvirus onde podem ser visadtis 0s
produtos da amplificacdo por PCR do fragmento ded®4b do virus da bouba aviaria com 578pb. As asosstédo
descritas numericamente: M: marcador moleculagovitrole positivo; N: controle negativo.
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O sequenciamento das amostras P1, P6, P10 e P2énstebn que as estirpes eram
idénticas ao genoma completo do virdowlpox completo 4b). As sequénciaBurkeypox
Turkeypox GB134/01, Turkeypox PA213/07, Fowlpox IPVDF/LSA/2012/01, Fowlpox
IPVDF/LSA/2012/02, Fowlpox IPVDF/LSA/2012/03, Fowlp IPVDF/LSA/2012/04 (subtipo
perus) Chickenpox VaccinaMild Fort Dodge, Chickenpox VaccinaDiftosec Merial, Fowlpox
Nobilis Variole MSD, (vacinasfowlpox Hungary ChickenpoxCVL 174/4/04 eFowlpox HP

(subtipo galinhas) também apresentaram 100% déddele com a sequéncia obtida (Figura 3).

G0N T, 1) Fowipax Hungary
B EEI302, 1] Fowipay HP ‘\
AMOSI3E0 1] Chickengox Vaccing Ditosoc Meral
AMOSIITE 1| Fowipox Mobila Vanols MED
AMOSIATE 1) Chickerpox: Vaccing Mild Ford Dodge
AMOSTITT 1| Chickerpox WL 1Ta/04
FCOT ToE 1] Turkeypox
A SR04 1) Turkepos GB 134000
S‘- GOEI12 1) Turkeypos PA210T A
FMISER00, 1] Fowlpom drus isolabe IPVDFLSAZOT204 >
FMAISEIAG 1] Fowlpox sirus (solate IPVDFALSAZDI 2038
FMISEIAE 1| Fowilpos drus laclaba IPWDFALSAST 202
FMISEIET 1| Fowipos drus isclabo IPVDFILSAZ012T
1l g
Pt
PG
P

| HMEZ3ETS 1| Fowipox complsio 40 J
5‘.j KFTI2063 1| Fowipos s, okate FWPYIT

100

OO T, ] Aipincwdus siolale Caldornia —-“
) ST SONEL 1| A piandiuns pngani AP A RGE00T
a i WG TE0A 1| Aupondrus (sclate Geongin
) :KI'.‘-I:H‘-'BI'.':'.' 1] A pordnus isclabe Hungany B
: ANOSIOET 8| Turkeypox VL 2111068 }
N—
100 | AMBOSO3EA 1| Turkeypan 1001258
| AYEINANT 1| Pigiaipox
| 530005 1) Ostrich —
AMOSIATS 1| Canarypox 14459711 —
1mi[ | RGN B0A0 1| Cannrypox Chile
‘Ti AMDSI0R0 1| Spamowpex CVL BO3T 23
E: {nfm 1) Conarypox GB T24010-22 >- C

a1 = AMDECGEE 1| Canarpos Viccing Fort Dodgs
S AMOSIIG 1] Sparmovpax OV DIAT 65

Figura 3. Arvore filogenética gerada a partir dguémcia alinhada e agrupada concatenada de ndelestido
fragmento P4b do geripvl67 e dividida em trés subgrupos. MétoNeighbor-joiningcom analiséootstrapde 1000
repeticdes usando o modelo Kimura 2-parametrossiébgrupo da estirpe galinha; B — subgrupo dapesgiombo C —
subtipo da estirpe canario.

Todas as amostras avaliadas nesse estudo aprasematacdo na regido 549 do gene,

onde houve a troca de uma adenina (A) por uma gad@), conforme observado na Tabela 4.
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Tabela. 4 Mutacdes presentes na regido 549 do dem&67 nas amostras (P1, P6, P10, P26) e nas sequéncias
TurkeypoxTurkeypoxGB 134/01, (subtipo peru§hickenpox VaccinMild Fort Dodge Chickenpox Vaccin®iftosec
Merial, Fowlpox Nobilis Variole MSD, (vacinas)Fowlpox Hungary Chickenpox CVL 174/4/04, Fowlpox
IPVDF/LSA/2012/01, Fowlpox IPVDF/LSA/2012/02, Fowap IPVDF/LSA/2012/03 e Fowlpox IPVDF/LSA/2012/04

e FowlpoxHP (subtipo galinhas). Tamanho da sequéncia obtidadia de 405 a 505 pb.

Posicdo no gene 544 545 546 547 548 549 550 551 552

HM623675.1| Fowlpox completo 4b T A T T cC A C A C
P6
P1
P10
P26 . . : : . . . :
JN615018.1| Avipoxvirus penguin/AP/ARG/2007 . . . .. : . . T
KC017966.1| Avipoxvirus Georgia . : . . . . : : T
KC017967.1| Avipoxvirus Hungary . . : . . . . . T
KC017998.1| Avipoxvirus California . . : : . . : LT
KF722863.1| Fowlpox FWPV3/DOM
KM396387.1| Fowlpox IPVDF/LSA/2012/01
KM396388.1| Fowlpox IPVDF/LSA/2012/02
KM396389.1| Fowlpox IPVDF/LSA/2012/03
KM396390.1| Fowlpox IPVDF/LSA/2012/04 : : . . . oo .
AMO050387.1| Turkeypox CVL 2/11/66 : : . . : : . . T
AMO050388.1| Turkeypox 10/12/98 . . : : : : . . T
GQ180212.1| Turkeypox PA213/07
AY530304.1| Turkeypox GB 134/01
KC017961.1| Turkeypox
AMO050377.1| Chickenpox CVL 174/4/04 . . : :
AMO050378.1| Chickenpox Vaccina Mild Fort Dodge . o : . G
AMO050379.1| Fowlpox Nobilis Variole MSD : . . . .
AMO050380.1| Chickenpox Vaccina Diftosec Merial . .. : . G
KC017960.1| Fowlpox Hungary . : . . : G
AY530302.1| Fowlpox HP : : . : . G
AMO050384.1| Canarypox Vaccina Fort Dodge AT
AMO050375.1| Canarypox 1445/97/33 . . : : A
AY530309.1| Canarypox GB 724/01-22 : : . . A

A

A

A

OO0 0o

OO0 6

o 9o

@

KC018060.1| Canarypox Chile

AMO050389.1| Sparrowpox CVL 9037 66
AMO050390.1| Sparrowpox CVL 9037 23 . . : :
AY530303.1| Pigeonpox . . . . : : . . T
AY530305.1| Ostrich : . : : . . : : T

= 4 = 4 4
> > > > >
_|
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DISCUSSAO

As lesfes histopatologicas foram consistentes ctomaa clinica cutanea de bouba aviaria,
confirmando a suspeita clinica e as lesdes micppsa®. A analise molecular pela PCR e
sequenciamento permitiu o diagnostico da infecc@lo poxvirus aviario. A origem do surto
permanece desconhecida.

Resultado do monitoramento realizado na regido emunto com o Servico de Inspecao
Federal apontou que a doenca ocorreu durante dez@®b2 e dezembro 2013, com destaque para
aumento da ocorréncia no verdo. Este dado sugpresanca e persisténcia do virus na regiao
mesmo com 0s animais vacinados de forma profilatioea vez que a doenca foi detectada. Esta
doenca apresenta distribuicdo geografica cosmapaosiendo de ocorréncia ciclica em areas
endémicas, principalmente em areas de alta demsaagroducéo avicola, como a regiao do surto
(Tripathy & Reed, 2008; Bernardino, 2009).

Alguns fatores podem ser relevantes na identificagd origem desse surto. Arranhdes
produzidos pelas unhas de outras aves contamimadide, presenca de insetos hematéfagos na
época do surto (verdo) e a hipotese de reversaoruléncia ou de variacdo da estirpe vacinal
devem ser consideradas (Fallavenal, 1993; Tripathy & Reed, 2008; Bernardino, 2009).

A presenca de mosquitos é fator importante nadog@o do virus na regido. Aléem das 11
espécies citadas por Akey et al. (1981), Zylberlstrgl. (2013) relataram que as espégdiedes
aegyptie Culex quinquefasciatugacilmente encontradas no Brasil, também saoiy&issvetores
de transmissdo de bouba aviaria. Sieghal (2000) teorizaram hip6tese sobre surtos de bouba
aviaria ocorridos em lotes previamente vacinadas @uaparecimento de estirpes contendo uma
integracdo de genes do virus da reticuloendotetiosgeu genoma, aumentaria a viruléncia dessas
estirpes (Ramost al,, 2002).

Normalmente a bouba avidria cutdnea é uma doencecude espontanea e com

manifestagcbes mais brandas, como um episodio delgpar Silvaet al, (2009) em galinhas
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caipiras brasileiras. No presente estudo, provasmiey ha envolvimento de uma cepa viral mais
agressiva, que pode ter sido disseminado nos dattaéregido. Diversas fontes podem ter sido a
causa da introducdo e disseminacdo do virus nd@oregd Triangulo Mineiro como insetos
hematofagos e/ou medidas de biosseguridade irestiés (Tripathy & Reed, 2008).

O diagnéstico preliminar foi realizado com a obag&o macroscoépica de lesdes sugestivas
de bouba aviaria cutanea nos perus, pelos siriaisad e histopatoldgicas similares aos relatados
para a doenca. As principais alteracbes macrosm®mbservadas neste episddio foram lesGes
nodulares crostosas principalmente nas regidesadmaula, cervical, palpebras e canto do bico,
concordando com as descritas para bouba aviarémeat por Van Riper & Forrester (2007);
Tripathy & Reed (2008) e Bernardino (2009).

A suspeita confirmou-se pelas alteragbes microse8pi observadas no exame
histopatolégico das lesbes, sugestivas de boul@@iavhiperqueratose, acantose e degeneracao
hidropica. Os achados estdo em concordancia codessicoes de Tripathy & Reed (2008) e
Bernardino (2009). A presenca do corpusculo deug@d intracitoplasmatico eosinofilico que é
patognoménico para bouba aviaria confirmou o diajo® de bouba aviaria em 46,6% das
amostras. Este esta presente 72 horas poés-infeccéerido epitelial (Arhelgeet al, 1962). As
demais 53,4% amostras, devido a auséncia do cadpuspermanecem com o diagnostico
provisorio baseado nas lesGes sugestivas de buidraa

O uso de técnicas especificas como a PCR possibilidiagnostico definitivo de varias
doencas. Nesse estudo 25/30 (83%) das amostraagieeintos de pele foram confirmadas como
positivas para bouba aviaria. Dentre as 5/30 (1d%&)stras negativas, trés amostras apresentaram
no exame histopatolégico, corpusculos de inclusiaditoplasmaticos eosinofilicos que é um sinal
patognomonico da enfermidade (Tripathy & Reed, 2008

As duas amostras restantes foram negativas tané@are histopatolégico quanto na PCR.
E provavel que a negatividade em ambos os tediesatariais seja consequéncia da amostragem.

Para ambos os testes, somente um pequeno fragohemqele lesionada foi coletada, e as lesGes



45
presentes nestes fragmentos podem ser resultantefedcdes bacterianas secundarias (Tripathy &
Reed, 2008; Parket al, 2011). Estes resultados ressaltam a import@lacassociacdo de analises
laboratoriais ao diagnostico clinico para a ides@géao da bouba aviaria.

No presente estudo, considerando o sequenciameritaginento do gengpvl167as quatro
amostras analisadas apresentam 100% de identidadesesugerindo que o surto ocorreu por uma
Unica estirpe de virus. Estudos filogenéticos zadbs por Jarmiet al (2006) e Manarollzt al
(2010), concluiram que a grande maioria dos isalati poxvirus aviario sdo agrupados em trés
subtipos principais, representados pelas estirplgsh@, canario e psitacideo.

Quando comparadas por analise filogenética o fraggméo gendpv167desse estudo foi
idéntico a 13 estirpes de virus obtidas de perasgbs e também estirpes vacinais, incluindo o
fragmento do gene 4b do genoma completo do virugatieha, identificado pelo subgrupo A
(estirpe galinha). Essa identificacdo em subgrupesnite inferir que as amostras de perus,
separadas dos subgrupos B que reunem estirpesnaleopoperus e avestruz, e C, que reldne
estirpes de canarios e pardais respectivamentesaugpertencentes a estirpe de canarios e de outras
aves silvestres.

As amostras estudadas foram posicionadas proxesasstirpes de campo de perus
identificadas no Brasil, Fowlpox IPVDF/LSA/2012/0&Bpwlpox IPVDF/LSA/2012/02, Fowlpox
IPVDF/LSA/2012/03 e Fowlpox IPVDF/LSA/2012/04, tadastas também agrupadas préximas ao
fragmento do gene 4b do genoma completo do virirshga indicando 100% de identidade (Figura
3). Nao ha como estabelecer uma relacdo com cegasais ou de campo devido ao fragmento do
gene sequenciado ser curto e similar as duasesstirp

Os resultados das analises deste estudo (climisdgpatoldgicos e moleculares) confirmam
gue o surto foi devido ao virus da bouba aviaflaalinhamento das sequéncias obtidas no estudo
do gene da bouba aviaria em perus demonstrou qugeam do virus néo € de aves selvagens ou

passeriformes e que este surto ocorreu por uma éstape de virus. A caracterizacao filogenética
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estabeleceu que o fragmento do ggnel67 utilizado ndo foi capaz de diferenciar as amostras
estudadas de estirpes vacinais para galinhas as depcampo de galinhas e perus.

N&o pode ser excluido que os virus encontradosmastras a partir de perus ndao tenham
inicialmente origem a partir de vacinas vivas aéelas ou mesmo do virus de campo de galinhas e
perus. Estudos incluindo o sequenciamento adicidealutros genes sdo necessarios para melhor

caracterizacao do virus que infectou os perus asasd
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RESUMO

Conhecendo a probleméatica das condenacfes errpoed&®uba aviaria e no intuito de fornecer
contribuicdo ao Servico de Inspecao Federal (SiBjetivou-se esclarecer e estabelecer novos
critérios técnicos de condenacdo para esta doenitizaando-se da caracterizacdo das lesdes
cutdneas em associacdo com critérios regionaisstgbalecidos. A legislacdo brasileira para
inspecdo de carnes apresenta de forma dubia arayg@ite de carcacas com bouba aviaria. Dois
artigos que constam no Regulamento da InspecdaaBande Produtos de Origem Animal
apresentam destinos diferentes para um animal goeador sintomatico da doenca. Utilizando-se
das planilhas de condenacdo mensais cedidas pelicdiSele Inspecdo Federal foi realizado
levantamento quantitativo de condenacdes por bavidaia. 30 perus\eleagris gallopavojoram
utilizados para coleta de fragmentos de pele cafele Estas foram fixadas em formol tamponado
a 10%, embebidas em parafina, cortadas em secg@es (dn e coradas pela técnica de
hematoxilina-eosina para visualizacdo em microscdpiluz clara. No ano de 2013, 16.830 perus
foram condenados por bouba aviaria, sendo 10.3fclapaente e 6516 totalmente. O més de
marco obteve o maior percentual condenado totat@gimente com 40,38% e 2,59%. A avaliacao
histopatolégica das lesGes revelou hiperplasiaekgdit degeneracdo hidropica com células

apresentando vacuolos e presenca de corpusculaxldsao intracitoplasmaticos eosinofilicos

Autor para correspondéncia: * Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada, Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Rua Ceara, s/n, Bloco 2D, Sala 43, Campus Umuarama,
Uberlandia, MG, 38402 018 Brasil. pauloufu@hotmail.com
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também chamado de corpusculo de Bollinger, coreitersinal patognomoénico da doenca.
Considerando que € um virus epiteliotropico, e gumesua forma cuténea, provoca apenas lesdes
superficiais de pele em areas desprovidas de pamEsias essas areas afetadas devem ser
descartadas durante o abate. De acordo com ager@sticas macroscopicas e microscopicas das
lesdes cutaneas, ndo se justifica a condenacda&staarcacas das aves acometidas pelo virus da

bouba aviaria, e sim condenacéo parcial descart@peitas as lesbes evidentes.

Palavras chave: Condenacdes, Fowlpox, Frigorifiatadouro, SIF.

ABSTRACT

Knowing the problem of erroneous condemnation dovlpox and in order to provide assistance to
the Federal Inspection Service (SIF), we aimedladafg and establish new technical criteria for
sentencing for this disease, using the charactenzaf skin lesions in association with regional
criteria already established. Brazilian law for masspection presents a dubious way to the
condemnation of carcasses with fowlpox. Two articb®ntained in the Sanitary Regulation of
Animal Products Inspection have different destmadifor an animal that is symptomatic carrier of
the disease. Using the monthly sentencing worksheetvided by the Federal Inspection Service
was conducted a quantitative survey of condemnsitifum fowlpox. Were used 30 turkeys
(Meleagris gallopavibto collect fragments of skin lesions. These wieted in buffered formalin
10%, embedded in paraffin, cut into sections ofild and stained with hematoxylin-eosin for
viewing in microscope. In 2013, 16,830 turkeys wemdemned by fowlpox, being 10,314
partially and 6,516 totally. The month of March htdwe highest percentage of total e partial
condemnations, respectively with 40.38% and 2.5 histopathology of the lesions revealed
epithelial hyperplasia, hydropic degeneration, withlls presenting vacuoles and presence of
eosinophilic intracytoplasmic inclusion corpuscleoacalled Bollinger's corpuscle, considered a

pathognomonic sign of the disease. Considering ithatan epitheliotropic virus, and that in its
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cutaneous form causes only superficial skin lesiorareas devoid of feathers, only these affected
areas should be discarded during slaughter. Aaogrdo the macroscopic and microscopic
characteristics of the skin lesions is not judtifietal condemnation of carcasses of birds affected

by fowlpox, but partial condemnation discardingyothie obvious injuries.

Key words: Condemnations, Fowlpox, Slaughterhokisdgeral Inspection Service.

INTRODUCAO

Bouba aviaria € uma doenca provocada por um Avipogvpertencente a familia
Poxviridae O fowlpox virus (FPV) é espécie especifica ersuraenclatura segue de acordo com a
espécie acometida, sendo principalmente estudasimados de animais de producdo como
frangos, perus, codornas e canarios. A doenca igonralatada em mais de 200 espécies e afeta
aves domesticas, de producao e de vida livre emdodundo (Hat al, 2013).

Apoés a infeccdo peldvipoxvirusduas fases sao caracterizadas: uma resposta ithicia
hospedeiro com hiperplasia celular marcante durhigrimeiras 72 horas e sintese de virus 72-96
horas apos a infeccédo (Cheevers & Randall, 1968p@hset al, 1968). Como consequéncia da
acao do virus ha formacéo de lesdes proliferatiagsele, que sadiscretas e nodulares nas regides
desprovidas de pena (forma cutanea); ou lesdesdibecroticas e proliferativas na membrana
mucosa do trato respiratorio superior, boca e gsdfforma mucosa ou diftérica) (Moga al.,
2008). Também é possivel a manifestacdo das duasgma mesma ave, caracterizando a forma

mista.
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Figura 1. PeruNleleagris gallopavpcom lesdes nodulares na conjuntiva da pele daaeg
da face, crista e juncdo mucocuténea sugestivasut® aviéria.

Variola aviaria, epitelioma contagioso, moluscotagioso, difteria aviaria e bouba aviaria
sdo nomenclaturas sinbnimas, sendo bouba o nona eilsuportugués (Van Riper & Forrester,
2007; Tripathy & Reed, 2008). No Brasil, Baekal (1995) relataram bouba aviaria em frangos de
corte e Vargaset al (2011) em coruja-de-igreja. E uma doenca de énora esporadica,
colaborando para a escassez de informacfes a teespeibouba aviaria é prevenida pela
imunizacdo de aves suscetiveis com cepas atendadafus proveniente de galinha ou virus
antigenicamente similares de pombos. (Van Ripep&dster, 2007)

A legislacdo brasileira para inspecéo de carnessapta de forma dubia a condenacéo de
carcacas com bouba aviaria. Dois artigos que consata Regulamento da Inspecdo Sanitaria de
Produtos de Origem Animal — RIISPOA (Brasil, 196&2presentam destinos diferentes para um
animal que é portador sintomatico da doenca.

O artigo n° 229 do RIISPOA dispde que: “todas asayue no examente ou post-mortem
apresentem sintomas ou forem suspeitas de... idjfteélera, variola... em geral, devem ser
condenadas”. Ja& o artigo n° 230 dispde que: “asrmidades tais como... coriza infecciosa,
epitelioma contagioso... determinam rejeicao tqteindo em periodo agudo ou quando os animais
estejam em estado de magreza pronunciada” (Bi&&P).

A auséncia de estudos, a duplicidade na normaigente e a auséncia de padronizacdo na

nomenclatura da doenca, sdo fatores contribuirtesgpcondenacdo desnecessaria de carcagas com
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lesdes caracteristicas de bouba aviaria, reduzasdindices de produtividade no setor avicola
brasileiro.

Conhecendo a probleméatica das condenacdes errpoedsuba aviaria e no intuito de
fornecer contribuicdo ao Servico de Inspecao FédBik), objetivou-se esclarecer e estabelecer
novos critérios técnicos de condenacao para estacdputilizando-se da caracterizacdo das lesdes

cutaneas em associacao com critérios regionagtgéeaecidos.

MATERIAIS E METODOS
Historico

O estudo foi conduzido em um matadouro frigoriteo colaboracdo com o SIF de Minas
Gerais. Em janeiro de 2013 foi evidenciado porstegs em mapas nosologicos, o aumento de
condenacdes parciais de perus classificadas contma%causas”. Estes animais eram condenados
por apresentarem varias lesdes de aspecto nodulareas desprovidas de penas, principalmente
pescoco e cabeca, sugestivas de bouba aviaria. &go de 2013, apds confirmacéo oficial pelo
SIF, foi inserido o item “epitelioma contagiosogme similar & bouba aviaria nas planilhas oficiais
de condenacéo.

Desde entédo, as condenacdes foram estabelecidasrmdi® com critério proposto pelo fiscal
oficial do Servico de Inspecédo Federal, jA que eoaddes por essa enfermidade até o momento
eram inexistentes. As lesdes foram divididas enugyde um a trés, sendo que a quantidade
numerica de lesGes e a sua distribuicdo eram tEsics de avaliacdo para condenacdo parcial ou
total.

Essa classificacdo se deu da seguinte forma: aimaiacterizados com grau um,
apresentavam de uma a trés lesfes nodulares disgmide forma isolada e eram condenados
parcialmente; com grau dois animais com trés aodesbes e condenados parcialmente; e grau trés

animais com mais de cinco lesfes e/ou lesfes atfdiae eram condenados totalmente. Esta



56
classificacdo foi atribuida a lesbes em estagimgado e lesbes em fase inicial, ndo eram

consideradas.

Levantamento de condenacgdes

Utilizando-se das planilhas de condenacdo mensaigdas pelo Servico de Inspecao
Federal foi realizado levantamento quantitativocdadenacdes por bouba aviaria (ou epitelioma
contagioso, como descrito na planilha). Foi redliza porcentagem dos condenados sobre o total

condenado para quantificar a quantidade de avesardadas total ou parcialmente.

Histopatologia
30 perus Neleagris gallopavo)Yoram utilizados para coleta de fragmentos de pela

lesBes. A coleta foi realizada utilizando bisturpiaca estéril e uma lesdo de cada animal era
pincada para a retirada de fragmentos contenddotesadio e tecido lesionado, sendo estes
armazenados em formol tamponado 10%. O exame htstogico foi realizado no Laboratorio de
Técnicas Histolégicas da Universidade Federal derl@bdia. As lesdes foram fixadas em formol a
10%, embebidas em parafina, cortadas em sec¢@egrdee coradas pela técnica de hematoxilina-
eosina para visualizagdo em microscopio Opticostdde foi aprovado pelo Comité de Etica na

utilizag@o de animais, sob 0 numero 199/13 protodelregistro CEUA/UFU 125/13.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ano de 2013, 16.830 perus foram condenados pabab aviaria, sendo 10.314
parcialmente e 6516 totalmente. O més de marcos@biemaior percentual condenado total e

parcialmente com 40,38% e 2,59 conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Percentual de condenacdes totais eafgaech perus por “epitelioma contagioso” em frifijooi matadouro
em regime de Inspegéo Federal em Minas Gerais,edentbro de 2012 a dezembro de 2013. Fonte: Sedéco
Inspecéo Federal

Dez Jan Fev Mar Abr Maio Jun Jul Ago Set Out Nobez

Total - - - 40,38 37,12 16,08 8,68 1,63 062 - 091129 -
Parcial - - - 259 213 0,70 04®,08 001 - 0,04 0,05 1,36

A avaliacdo histopatolégica das lesdes (figuraetelou hiperplasia epitelial, degeneracao
hidrépica com células apresentando vacuolos e mgasede corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos eosinofilicos também chamagl@arpisculo de Bollinger, considerado sinal

patognomonico da doenca, confirmando o diagnoddoouba aviaria (Tripathy & Reed, 2008).

Figura 2. Peru. Histopatologia de lesdes similasegpresentadas na Figura 1. A epiderme
esta intensamente espessa e ha infiltrado inflaroaté epiderme e na derme. H&E x10.

A hiperplasia do epitélio € considerada caracteaistnportante no desenvolvimento das
lesdes de bouba aviaria devido a existéncia de datarescimento epidérmico presente no genoma
do Avipoxvirus, que participa na expressao dessactaistica predominante (Tripathy & Reed,
2008). De acordo com Arhelgeat al. (1962), os corpusculos de inclusdo intracitopld&Ems
eosinofilicos estdo presentes no tecido epitepalsar2 horas da infec¢cdo. Esses corpusculos de

inclusdo intracitoplasméticos eosinofilicos saooatrados em células infectadas com o virus da



58
bouba aviaria e consistem em agregados de pagidalairus e também s&o locais de multiplicacao
do virus (Eaves & Flewett, 1955).

N&o existem relatos sobre ocorréncia de boubaiavidn mamiferos. Tripathy & Reed
(1997) afirmam que a bouba aviaria € conhecidanforter significancia em saude publica e ndo
sdo conhecidos relatos de infeccdo em humanoshiBer& Marcari (2000) também afirmam que
nao € uma doenca de interesse na saude publioanpalmente, ndo acomete mamiferos.

Sendo a bouba aviaria uma doenca sem correlacdsadde publica, ndo ha necessidade
de se condenar totalmente uma carcaca que aprésedies externas, como determina o artigo n°
229 do Regulamento da Inspecédo Industrial e Samitie Produtos de Origem Animal (Brasil,
1962). O mais adequado seria a condenacao confmtige n° 230 onde: “... determinam rejeicao
total quando em periodo agudo ou quando os anestegam em estado de magreza pronunciada.”
(Brasil, 1962).

Considerando que é um virus epiteliotropico, e euesua forma cutanea, provoca apenas
lesdes superficiais de pele em areas desprovidagerkes, apenas essas areas afetadas devem ser
descartadas durante o abate. Na ocorréncia da flifthaca da doenca, o estado geral do animal ja
sera suficiente para condena-lo como um animalétaguou em aspecto repugnante. E necessaria
nomenclatura universal seja adotada para citacategisiacdo, visto que, bouba aviaria, difteria
aviaria e variola aviaria sdo sindbnimas e que matva existente gera duvidas na condenacéo.

De acordo com as caracteristicas macroscopicasresodpicas das lesdes cutaneas, nao se
justifica a condenacéo total das carcacas das an@setidas pelo virus da bouba aviaria, e sim
condenacéo parcial descartando apenas as lesdlesntegl. 1SS0 exceto nos casos em que animais
portadores de bouba aviaria apresentem caquexia aspecto repugnante, como previamente

especificado nos regulamentos do SIF.
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Construcdo, Ambiente e Bem-estar; Aves SilvestResducdo e Manejo; Imunologia, Doencas
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Reproducéo e Incubacéo; Tecnologia, Processameédgueanca Alimentar.
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assim como revisdes de literatura na area de eaiéacicola, escritos por pesquisadores e
especialistas da area. Os autores que gostarigoubdiear uma revisao de literatura, um editorial
ou uma revisao técnica devem entrar em contatocceditor da Revista.

Todos os manuscritos devem ser enviados em ingEsd® avaliados de modo confidencial e
imparcial.

O envio de um manuscrito a Revista Brasileira da€la Avicola significa que:
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2. O artigo ndo esta sendo enviado para publicagéoutro lugar.
3. Todos os autores aprovaram o envio do artigevasR Brasileira de Ciéncia Avicola.
4. Todos os autores obtiveram permissao para pulgar parte dos empregadores ou instituicoes
as quais sao filiados.
5. As permissdes necessarias, incluindo a aprov&@@ foram obtidas. Serdo desconsiderados os
trabalhos que descrevam experimentos que demonsiranfalta de preocupac¢do com os padrdes
éticos e de bem estar animal.

O manuscrito e outras correspondéncias devem gedes preferencialmente por e-
mail: rvfacta@terra.com.br

Normas editoriais
Artigos cientificos

O manuscrito deve conter os resultados de pesqoigasais que contribuem de modo relevante
para o avan¢co da ciéncia avicola. Se alguma parte rdsultados ja tiver sido publicada
anteriormente como um resumo ou pequeno trabalhalgam evento cientifico, esta informacao
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resumo, em ordem alfabética, devem ser no maxifoinbo) e devem ser palavras ou expressdes
gue identifiguem o contetdo do artigo.

Notas técnicas e Estudos de caso

Notas técnicas e estudos de caso devem ter a mestrotura de artigos cientificos, incluindo as
sessdes (Introducdo, Resumo, Material e métodosultados, Discussdo, Agradecimentos e
Referéncias). Estas devem ser apresentadas enmxtmtden no maximo 1000 (mil) palavras, sem
contar o Resumo e Referencias, e ndo devem coatsrda trés figuras e/ou tabelas.

Artigos técnicos

Artigos técnicos devem apresentar o desenvolvimdetmovas metodologias e/ou técnicas que
possam ser utilizadas de modo a contribuir paneea @e ciéncia avicola. Estes artigos devem ter
todas as sessdes dos artigos cientificos.

Editoriais e Revisdes de convidados

Editoriais e Revisbes de convidados serdo publicatenente através de convite. As revisbes
devem seguir as normas editoriais dos artigos ifieod, porém sem as sessdes Materiais e
Métodos, Resultados e Discussao.

Apresentacéo dos artigos

1. Formato: cada manuscrito original deve ser devidamentdifasmo pelo titulo e nome(s) do(s)
autor(es). A fonte utilizada deve ser Times New Rorftamanhos de fonte: 16pt para o titulo, 14pt
para os subtitulos no corpo do texto e 12pt pacarpo do texto), em espagamento duplo e em
papel A4 (21,0 x 29,7cm) com margens de 2 cm. ABak e paginas devem ser numeradas
consecutivamente. O manuscrito deve ser salvadem(Microsoft Word ou editor de texto
compativel). Somente nomenclaturas oficiais e reeoidas serdo aceitas. Abreviacdes nao devem
ser utilizadas no titulo.

2. folha de rosto:todos os manuscritos devem ter uma folha de st o titulo, o(s) nome(s)
completo(s) do(s) autor(es) e a instituicdo deemnigUma nota de rodapé com o endereco para
correspondéncia completo e o e-mail do autor que der incluido nesta pagina.

3. Tabelas:as tabelas devem ser numeradas consecutivamemténeenos indos-arabicos e devem
ter um titulo descritivo. Todas as explicacdes dewer dadas em uma legenda imediatamente
abaixo da figura. Todas as abreviacdes que apanegdabela devem ser explicadas nesta legenda,
mesmo que sejam também explicadas no corpo do.tekso tabelas devem poder ser
compreendidas sem qualquer referencia ao corpexdo. t

4. llustracdes (fotografias, graficos e desenhosg)s ilustracbes devem ser numeradas
consecutivamente em numeros indos-arabicos e desamenviadas no mesmo documento
(arquivo) mas em paginas separadas, que devem rtarimbger o nome do artigo, o(s) nome(s)
do(s) autor(es) e a indicagao do local no corptegitw onde a ilustracdo deve aparecer. Fotografias,
figuras e material escaneado devem ser enviadosaltenresolucdo (no minimo 600 dpi) e no
formato.tif ou.jpg. As figuras serdo publicadas em preto e branco.ddardo em relagédo aos
custos da impressao colorida deve ser firmado @asmor deseje publicar as ilustracdes coloridas.

5. Unidades:o Sistema Internacional de Unidades (SI) deveisaio para medidas e abreviacoes.
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