UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CAMPUS Il - AREIA PB
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE POS-GRADUCAO EM CIENCIA ANIMAL

BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

Rafanele Trajano Sousa

Médico Veterinario

AREIA -PB
2019



RAFANELE TRAJANO SOUSA

BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal do
Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba, como
parte das exigéncias para a obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Barbosa de Lucena

AREIA -PB
2019



Catalogagdo na publicagédo
Segdo de Catalogagdo e Classificagéo

S725b Sousa, Rafanele Trajano.

Bouba cutdnea atipica e mista em frangos
caipiras vacinados no nordeste brasileiro. /
Rafanele Trajano Sousa. - Areia, 2019.

33 £. ¢ il.

Orientacdo: Ricardo Barbosa de Lucena.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCA.

1. Poxvirus. 2. Frangos vacinados. 3. Lesdes

atipicas. 4. Derm. I. Lucena, Ricardo Barbosa de. II.
Titulo

UFPB/CCA-AREIA




RAFANELE TRAJANO SOUSA

BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

Dissertagéo apresentada ao
Programa de Poés-Graduagdo em
Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba, como parte das exigéncias
para a obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal. Area de
Concentragdo Salde Animal no Brejo
Paraibano.

APROVADA EM 26/02/2019

BANCA EXAMINADORA

-~

Dr. RICARDO BARBOSA DE LUCENA
UFPB
Orientador

<t .

Dr. FELICIO GARINO JUNIOR
Examinador

Dr. JEANN LEAL DE ARAUJO
Examinador




DADOS CURRICULARES DO AUTOR

RAFANELE TRAJANO SOUSA - Nascido no Rio de Janeiro, RJ, em 07 de marc¢o de
1988. Técnico Agricola pelo Colégio Agricola “Vidal de Negreiros” em maio de 2008.
Graduado em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em
julho de 2016. Tem experiéncia na cadeia produtiva de avicultura, exercendo
responsabilidade técnica em granjas comerciais. Foi instrutor no PRONATEC. Tutor
presencial do Curso Técnico em Agronegécio e Instrutor Técnico de Formagéo
Profissional Rural no SENAR. Consultor Técnico do SEBRAE e SENAR nas areas de

avicultura e suinocultura.



DEDICATORIA
A Deus



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente a Deus, pela forga e fé necessaria para concluir esta etapa téo
importante em minha vida.

A minha familia, sempre me alicercando com o melhor que podia: Amor e dedicacao.
Em especial a Minha esposa Rayana Vanessa, minha principal motivadora nesta
trajetoria.

Minha gratiddo especial a Francisca Maria Barbosa, pessoa fundamental para conclusao
deste projeto, dedicando conhecimento, tempo e paciéncia para que este momento fosse
possivel. Lembrarei sempre do seu esforgo.

Agradeco aos colegas de turma do PPGCan pelo compartilhamento dos momentos de
aprendizado e conhecimento, em especial a Rubia Avlade pela parceria nas atividades e
seminarios.

A coordenacao e secretaria do PPGCan pelo afinco no suporte e na busca para melhorar
cada vez mais o programa e a qualidade na formacdo de seus egressos. Vélida a
lembranca do professor Ricardo Lucena (Coordenador) e Jozénio de Souza (Secretario).

Em se falando do professor Ricardo Lucena, além de agradecer pelo acolhimento como
orientado, parabeniza-lo pelo exemplo que inspira aqueles que o conhecem, pela sua
dedicacdo, humildade e profissionalismo. Muito obrigado e parabéns professor!

Ao professor Oliveiro Caetano pela orientacéo inicial, e a todos professores do PPGCan
por semear 0 conhecimento necessario para nos dedicarmos a melhora da sociedade
através de nossa atuacao profissional.



SUMARIO

RESUMO GERAL ccuueiiiiiiiiiiieeenciiiiiinieessnsssssssiessesssnsssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsssns 9
GENERAL ABSTRACT . cuuiiiiiiiiiiiittennsiissiiieessessssisisiiiessssmssssssssssssssnssssssssssses 10
CONSIDERAGCOES GERAIS......ouceeeeeeteeeeeesessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnsnes 11
[0 [0 - RS PTROSSR 11
o]0 T0] (0] (o]0 - USROS 12
1 (0T [=] T - WSS 13
SINAIS CHINICOS ...t s be s 14
LESOES MACTOSCOPICAS ....vvveverenreneeterieeeiestesteeetestesaenestesaeeesesbesbe st esesbenteneebesbeneeneseeneas 14
LESOES MICTOSCOPICAS ...eveveverenieneererieeeiestesteeesestestenessesteeesessesseneesesbeneeneesesseneenesaeneas 14
DIAGNOSTICO ...ttt sttt sttt sttt be st e e nbe e 15
TTALAMENTO ..ttt ettt e e st e e st e e st e e sateessaneeesaneeennneeea 15
PrevenGa0 € CONTIOIE .....c.ciuiieieeirieieeeete ettt ettt se b eesessenas 15
OBUJIETIVOS ... itiiceetiictesicneeiesnesssssessssssssssssssssssssssssnessssssssssssassssssssssssssssssasssnns 17
REFERENCIAS. ..ottt ettt ss sttt ss sttt ssessssssssnns 18
Capitulo | - BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO ...ccccccttierutriinneeninnensenessesnnesessnenses 20
RESUMO ...ttt sttt sttt sttt et et besbe e nesae e 21
ABSTRACT .ttt sttt sttt s et e e seebe e eneenentens 22
INTRODUGAOD ..ottt n ettt ne st 22
MATERIAIS E METODO ....coierieireieeseeseeeseessessesssessesssessssssessssss s ssesssesssssssssessns 23
RESULTADO ..ottt sttt ettt a et sbe e esessenaesessennas 25
DISCUSSAD ..ottt sttt 27
CONCLUSAD ...ttt sttt ss s 30
REFERENCIAS. ..ottt ssse sttt ss st st sssssssnns 30

FIGURAS ..o s 32



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABPA — Associacdo Brasileira de Proteina Animal

DNA — Deoxyribonucleic acid

ELISA - Enzyme Linked Immunonosorbent Assay

OIE — World Organization for Animal Health / Office International des Epizooties
RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

SPF - Specific Pathogen Free

PCR — Polymerase chain reaction

USDA - United States Department of Agriculture



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. (A) Infestacdo por Dermanyssus gallinae em frangos acometidos por bouba.
Presenca do ectoparasita na pele. (B) Lesdes redondas a alongadas, brancacentas, nas
areas do peito, asas, pescoco, coxas e regido ventral. (C) LesGes coalescentes,
amareladas e crostosas na regido dorso-lateral e coxas, globulo ocular parcialmente
recoberto por secrecdo caseosa. (D) Espessamento do saco aéreo preenchido com massa
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Figura 2. Aspectos histopatolégicos da bouba em frangos. (A) Degeneragdo balonosa
das células epiteliais da epiderme, com a presenca de corplsculos de inclusdo
intracitoplasmaticos caracteristicos (corpos de Bollinger) (setas). HE, obj. 40x. (B)
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BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

RESUMO GERAL.: A bouba aviaria é uma doencga de distribuicdo mundial, causada por um
avipoxvirus da familia poxviridae. Nos Ultimos anos, estudos e relatos denotam as variagdes
na forma da doenca, com a descoberta de novas variantes e caracteristicas de infeccéo,
demandando monitoramento dos casos com relato das interagdes epidemiologicas dos
avipoxvirus com seus vetores e hospedeiros. Com esta finalidade, este trabalho descreve surto
de casos atipicos de bouba aviaria em frangos caipiras vacinados. O surto ocorreu em Alagoa
Grande-PB, em criacdo de 180 aves, que apresentavam crescimento retardado e infestacdo por
Dermanyssus gallinae. Foram identificadas 40% das aves com nodulos na pele e 20% destas
apresentavam associacdo a coriza e conjuntivite. Na necropsia foram observadas lesbes
nodulares em todo o corpo das aves. Pseudomembranas e massas caseosas foram verificadas
no trato respiratorio superior e sacos aéreos cervical e toracicos craniais. Na microscopia, foi
verificada moderada hiperceratose ortoceratotica na epiderme e degeneracdo balonosa, com
corpos de Bollinger na derme superficial. No pulméo observou-se perda da arquitetura dos
parabrénquios com hiperplasia do epitélio e formacdo de membranas diftéricas no lGmem.
Necrose e fibrose no baco e figado. A verificacdo das alteracdes inflamatérias associadas com
corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticos permitiram a confirmacéo de bouba aviaria com
distribuicdo atipica das lesdes, decorrente da interacdo com o Dermanyssus gallinae. Neste
caso as medidas de controle e prevencdo posterior foram eficazes, mas denotadas as
caracteristicas impactantes deste caso, € necessaria a realizacdo de novas pesquisas de

agregacao de dados e monitoramento sobre o tema na avicultura regional.

Palavras-chave: Poxvirus, frangos vacinados, lesGes atipicas, Dermanyssus gallinae,
controle, histopatologia
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ATYPICAL AND MIXED CUTANEOUS BOUBA IN VACCINATED COUNTRY
CHICKEN IN NORTHEASTERN BRAZIL

GENERAL ABSTRACT: Avian bouba is a worldwide disease caused by an avipoxvirus of
the poxviridae family. In recent years, studies and reports have denoted variations in the form
of the disease, with the discovery of new variants and characteristics of infection, requiring
monitoring of cases with reports of epidemiological interactions of avipoxviruses with their
vectors and hosts. For this purpose, this work describes an outbreak of atypical of avian bouba
in vaccinated broiler. The outbreak occurred in Alagoa Grande-PB, rearing 180 birds, which
presented delayed growth and infestation by Dermanyssus gallinae. We identified 40% of the
birds with nodules on the skin and 20% of them were associated with runny nose and
conjunctivitis. At necropsy, nodular lesions were observed throughout the body of birds.
Pseudomembranes and caseous masses were found in the upper respiratory tract and cranial
cervical and thoracic air sacs. On microscopy, moderate orthokeratotic hyperkeratosis was
observed in the epidermis and baloneous degeneration, with Bollinger bodies in the
superficial dermis. In the lung there was a loss of architecture of the parabronchia with
hyperplasia of the epithelium and formation of diphtheria membranes in the lumen. Necrosis
and fibrosis in the spleen and liver. The verification of inflammatory changes associated with
corpuscles of intracytoplasmic inclusions allowed the confirmation of avian bouba with
atypical distribution of lesions, resulting from the interaction with Dermanyssus gallinae. In
this case, the control and subsequent prevention measures were effective, but given the
impactful characteristics of this case, it is necessary to carry out further research for data

aggregation, and monitoring on the topic in regional poultry farming.

Keywords: Poxvirus, vaccinated chickens, atypical lesions, Dermanyssus gallinae, control,
histopathology
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CONSIDERACOES GERAIS

No Brasil a avicultura ocupa, atualmente, lugar de destaque na producdo de proteina
de origem animal para alimentacdo humana. A carne de frango detém o primeiro lugar em
volume produzido (USDA, 2019) e a producdo de ovos cresceu 38,4% em 8 anos (ABPA,
2018). Entre os varios segmentos da avicultura, o caipira tem ganhado notoriedade, alicercado
pela maior procura por alimentos produzidos sem ou com menor utilizacdo de agroquimicos e
melhores condigdes de bem-estar animal.

A producdo caipira de aves tem grande importancia para geragdo de renda nas
propriedades familiares. No Agreste paraibano, centenas de familias obtém o sustento a partir
desta atividade. Somente em uma das trés cooperativas de avicultura caipira do agreste
paraibano, estdo reunidos cento e vinte e oito produtores que juntos alojam mais de cento e
cinquenta mil aves (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2016). No entanto, para que a avicultura
caipira possa atender as expectativas, € necessaria aplicacdo de manejo adequado,
principalmente 0 manejo sanitario para reduzir as perdas por enfermidades. Entre as
enfermidades com impacto negativo na criacdo, a bouba aviaria é frequentemente relatada em
varios paises (FERREIRA et al. 2018).

A bouba aviéria é uma doenca de origem viral de disseminacdo lenta que causa lesdes
nodulares proliferativas em pele desprovida de penas na forma cutdnea ou lesGes
fibrinonecréticas e proliferativas nas membranas mucosas do trato respiratorio superior e
digestorio na forma diftérica (REVOLLEDO, 2009). Esta doenga pode causar perdas por
diminuicdo no desempenho ou mortalidade em casos mais graves.

De distribuicdo cosmopolita esta enfermidade recebe diferentes denominacdes de
acordo com a localidade: variola aviaria (Franca e Alemanha), difteria aviaria (Espanha),
bouba aviaria (Portugal), além de epitelioma contagioso, variola gallinarum em outras
localidades (TRIPATHY & REED, 2013). No Brasil é reconhecida como bouba aviaria e

entre os avicultores do nordeste ¢ denominada como caroco.

Etiologia

O agente pertence a familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae, género
Avipoxvirus. As galinhas sdo acometidas pelo virus da espécie Fowlpoxvirus, um virion DNA
de cadeia dupla, linear e continua (130-375 kb), com replicacdo no citoplasma da célula

(SANTOS, 2018). Tem formato ovaloide com nucleo central biconcavo e mais eletrodenso,
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dois corpos laterais internos ao envelope. A camada externa é composta por tdbulos
superficiais distribuidos ao acaso (BORETTI, 2006).

Dez espécies ja foram descritas e este numero tende a aumentar, pois cada vez mais
avipoxviroses tem sido identificadas e caracterizadas em outras espécies de aves. O
Canarypox virus tem sido usado como vetor em vacinas recombinantes ja estabelecidas para
uso em cdes ou em desenvolvimento, como contra o virus da raiva e o HIV humano
(SANTOS, 2018). De maneira geral, os avipoxvirus tém morfologia semelhante, e em certos
casos, a exposicdo a um destes produz imunidade contra um ou mais virus do grupo
(BORETTI, 2006).

Embora sejam idénticos, as espécies de virus tém consideravel especificidade,
caracteristica verificada por Cox (1980) em pesquisa realizada com patos, gansos e galinhas e
Santos et al. (2009) com Cracideos.

De maneira geral, sdo relativamente resistentes. Podem sobreviver nas descamagdes de
pele por meses ou até anos, dependendo das condi¢cGes ambientais. Apresentam resisténcia a
solucdo de 1% de fenol e formalina 1:1000 por 9 dias. Porém, € inativado por solucdo de
hidroxido de sdédio a 1%. Aquecimento por 50°C por 30 ou 8 minutos a 60 °C também
inativam o virus da bouba avidria (BERNARDINO, 2009).

Epizootiologia

O poxvirus aviario tem distribuicdo mundial, com relato em mais de 230 espécies,
com ocorréncia em aves selvagens e domésticas, como galinhas, perus, candrios, codornas,
pombos e psitacideos (BOLTE et al. 1999). Aparentemente, todas as espécies aviarias séo
susceptiveis e a infeccdo pode ocorrer em qualquer idade (BORETTI, 2006). Com maior
importancia econémica as infec¢des em galinhas e perus (TRIPATHY & REED, 2013).

A transmissdo ocorre por via mecénica, através de lesGes na pele ou contato com as
vias ocular ou respiratdria. A transmissdo atraves de lesdes na pele ocorre por agressédo entre
as aves (canibalismo) ou por artropodes contaminados durante a hematofagia ou em contato
com as lesdes. A transmissdo por via ocular ou respiratéria pode ocorrer por secre¢fes da
nasofaringe, ou aerossois provenientes da descamacdo das crostas formadas na pele,
ocasionando a forma diftérica, ja que as células respiratdrias sdo altamente susceptiveis
(ELEAZER et al. 1983). Pode ocorrer ainda, transmissdo por manipulagéo inadequada da
vacina (REVOLLEDO, 2009).
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O periodo de incubacdo geralmente € de 4 a 8 dias, mas, pode variar até mais de 30
dias. O virus pode permanecer na nasofaringe das aves que tiveram a doenca e se recuperaram
(SANTOS, 2018), constituindo um importante veiculo para manutencdo da doenca nos
aviarios.

A morbidade varia de algumas aves infectadas até o acometimento de todo o bando.
Esta variacdo decorre da cepa viral presente e adocdo de medidas de controle
(BERNARDINO, 2009). Na forma cutanea leve ou infec¢bes brandas o curso da doenca € de
cerca de 2 a 4 semanas. Em casos de cepas virulentas com forma cuténea severa ou diftérica,
este periodo pode alcangar 8 semanas (TRIPATHY & REED, 2013). Nestes casos a
mortalidade é superior, podendo alcancar niveis em torno de 50 %. Diferentemente, nas
formas brandas a taxa de mortalidade é baixa, sendo 0s maiores impactos causados pela

diminuig&o na taxa de postura e crescimento (BERNARDINO, 2009).

Patogenia

Embora nédo esteja totalmente elucidado, sugere-se uma proteina semelhante ao fator
de crescimento epidérmico (EGF), como precursora a hiperplasia do tecido acometido e
disseminacéo do virus pelo organismo animal. Além do gene que codifica esta proteina, no
genoma do avipoxvirus, é contemplado homdlogo do gene T10 que codifica uma proteina
expressa em altos niveis em células epiteliais na traqueia, eséfago e pulméo. Este homdlogo
de T10 pode ser necessario para o alcance do virus as células epiteliais do trato respiratério na
forma diftérica. Além disso, a codificacdo de proteinas homologas dos receptores acoplados a
proteina G e lectinas do tipo C NKG2, proteinas CD94 presentes nas células NK e CD69 na
superficie dos linfocitos tem sido correlacionada com a replicacdo viral e interferéncia na
resposta imunoldgica normal do hospedeiro (AFONSO et al. 2000).

Em estudo conduzido com frangos, apds inoculacdo do virus intradermicamente,
observou-se lesdes primarias tipicas em pequeno namero a partir do 4° dia. A partir do 5° dia
formaram-se as papulas. Em seguida, desenvolveu-se o estagio vesicular, no qual numerosas
vesiculas agregadas formavam extensas lesdes espessas, as quais sofreram descamacgédo e
formaram crostas durante a segunda semana apés a inoculagdo. Em aves inoculadas
intravenosamente observou-se doenca severa com lesdes generalizadas, a partir do 12° dia

apos a inoculacgdo, ocasionando morte de varias aves (MINBAY & KREIER, 1973).
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Sinais clinicos

Os sinais variam dependendo da suscetibilidade do hospedeiro, viruléncia do virus,
distribuicdo das lesGes, e outros fatores complicadores (TRIPATHY & REED, 2013).

Em Passeriformes sdo observadas as formas cutanea, diftérica, septicémica e tumoral.
Em Psitaciformes, tem sido descrita a forma de coriza. Em galinhas as formas cuténea,
diftérica, mista e cuténea atipica. Estas manifestacdes podem ocorrer de forma isolada, ou
juntas na mesma ave ou mesmo lote (SANTOS, 2018).

Na forma cuténea, nddulos desenvolvem-se em &rea desprovidas de penas, nas patas,
no bico e ao redor dos olhos. Os nddulos evoluem para pustulas, formando crostas que podem
ser infectadas secundariamente por fungos e bactérias (REVOLLEDO, 2009). Na cutanea
atipica, estas lesBes se estendem as areas cobertas de penas.

Na forma diftérica ocorre lesdes nas mucosas do trato respiratdrio superior e digestivo,
podendo ocasionar aumento das secregdes e interferéncia na ingestéo de alimentos, bebidas e
respiracdo. Desta maneira, as aves apresentam crescimento retardado, diminuigdo da postura
(TRIPATHY & REED, 2013), apatia, depressdo, perda de apetite em alguns casos e

dificuldade respiratoria, podendo causar a morte da ave por asfixia (SANTQOS, 2018).

Lesbes macroscopicas

Na forma cutanea, as les@es iniciais sdo papulas de cor clara. As vesiculas e pustulas
sdo, geralmente, amareladas evoluindo para crostas vermelho escuro ou negras nos estagios
finais da doenca (BERNARDINO, 2009). Estas lesdes ocorrem nas regides desprovidas de
penas, mas na forma atipica sao verificadas em areas emplumadas.

Na forma diftérica, hd formacdo de pseudomembranas, lesGes amareladas ou
degenerativas amareladas nas membranas mucosas da boca, eséfago ou traqueia (TRIPATHY
& REED, 2013).

LesBes microscopicas

A lesdo mais evidenciada é a hiperplasia do epitélio com alargamento e balonizacéao de
células infectadas, bem como alteracbes inflamatorias associadas. As alteracdes
histopatologicas da mucosa traqueal incluem hipertrofia inicial e hiperplasia de células

produtoras de muco, com subsequente aumento de células epiteliais. Nestas, sdo verificados
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os corpos de inclusdo citoplasmaticos eosinofilicos caracteristicos, os corpos de Bollinger
(TRIPATHY & REED, 2013).

Diagnostico

O diagnostico pode ser clinico, microscopico, isolamento e sorologia. Os sinais
clinicos observados na forma cutanea sdo muito caracteristicos e permitiu que os primeiros
pesquisadores apresentassem um diagnostico realista. O reconhecimento clinico da variola nas
formas diftérica e mista é mais complicado. Além dos sinais, a histologia fornece boas
evidéncias da presenca de poxvirus. A histologia tornou-se possivel a partir do trabalho de
Bollinger (1877). Evidenciados e descritos corpos de inclusdo no citoplasma de células
infectadas que podem ser detectados em esfregacos ou secc¢des de tecido coradas com Wright,
Giemsa ou outras coloracdes (BOLTE et al. 1999).

Para o isolamento, a partir de suspensdo preparada com lesbes de aves infectadas, o
virus pode ser inoculado em aves por escarificacdo na crista ou puncdo na asa, membrana
corioalantdide de embrides galinaceos com 9 a 12 dias, e em culturas celulares, método nédo
utilizado para isolamento primario (BERNARDINO, 2009).

Os métodos soroldgicos empregados sdo reacdo em cadeia de porimerase (PCR),
soroneutralizacdo, ensaio imunoenzimatico de absorcdo em fase sélida (ELISA) para deteccdo
de anticorpos e imunodifuséo, utilizado para diferenciar poxvirus de galinhas e pombos, mas
sO é possivel se o soro for coletado entre 15 e 20 dias apos a infeccdo (BORETTI, 2006), e
apresenta sensibilidade muito baixa (REVOLLEDO, 2009).

A identificacdo molecular também tem sido utilizada através da RFLP e PCR
(REVOLLEDO, 2009), no entanto, testes que envolvem a analise do DNA, ainda ndo é uma
pratica comum no Brasil (BERNARDINO, 2009).

Tratamento

N&o existe tratamento especifico para aves infectadas com avipoxvirus (TRIPATHY;
REED, 2013).

Prevencao e controle

A prevencado é baseada em medidas de biosseguridade, principalmente no controle dos

vetores e vacinagdo (BORETTI, 2006). Dois tipos de vacinas de virus vivo s&o comumente
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usados na avicultura comercial, as de virus pombo e virus galinha sdo as mais usadas
mundialmente. Estas devem apresentar titulos entre 1028 tcidso e 10%° tcidso para estimular
boa imunidade e a0 mesmo tempo evitar reacfes locais que podem contribuir para um
processo de refugagem (BERNARDINO, 2009). As instrucOes de utilizacdo da vacina devem
ser seguidas rigorosamente, ja que a manipulacdo inadequada durante a vacinagcdo pode causar

contaminacdo e o desenvolvimento da doenca (REVOLLEDO, 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral: Descrever surto de bouba aviaria cutanea atipica e mista em frangos caipiras

vacinados no Brejo Paraibano.

Especificos:
o Descrever os aspectos epidemiologicos do surto de bouba aviéria;
o Evidenciar as lesbes macro e microscépicas verificadas neste caso;

° Descrever as medidas de controle adotadas.
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Capitulo 1

BOUBA CUTANEA ATIPICA E MISTA EM FRANGOS CAIPIRAS
VACINADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

Manuscrito formatado de acordo com as normas do periodico Ciéncia Rural
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Bouba cutanea atipica e mista em frangos caipiras vacinados no nordeste brasileiro
Atypical and mixed cutaneous bouba in vaccinated country chicken in northeastern
Brazil

Rafanele Trajano Sousa! Francisca Maria Sousa Barbosa? Ricardo Barbosa de Lucena®

RESUMO

A bouba aviaria é uma doenca de distribuicdo mundial que afeta mais de 230 espécies
aviarias. Nos Ultimos anos, estudos e relatos denotam as variagdes na forma da doenca, com a
descoberta de novas variantes e caracteristicas de infeccdo. Com grande potencial de impacto
negativo na producéo avicola é necessario continuo monitoramento dos casos com relato das
interaces epidemioldgicas dos avipoxvirus com seus vetores e hospedeiros. Com esta
finalidade este trabalho descreve caso atipico de bouba aviaria em frangos caipiras vacinados.

Observando lesdes inerentes a avipoxvirus de diferentes espécies num mesmo surto.

Palavras-chave: Poxvirus, frangos vacinados, lesdes atipicas, Dermanyssus gallinae,

controle, histopatologia.
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ABSTRACT

The fowlpox is a worldwide distribution disease affecting more than 230 avian species. In
recent years, studies and reports have reported variations in the form of the disease, with the
discovery of new variants and characteristics of infection. With great negative impact on
poultry production, continuous monitoring of the cases with reports of the epidemiological
interactions of avipoxviruses with their vectors and hosts is necessary. For this purpose, this
work describes the atypical case of avian buffalo in vaccinated cows. Observing lesions

inherent to avipoxvirus of different species in the same outbreak.

Key words: Fowlpox, broilers vaccinated, atypical lesions, Dermanyssus gallinae, control,

histopathology

INTRODUCAO

A avicultura caipira € uma atividade muito importante para agricultura familiar no
Brejo paraibano, Nordeste do Brasil. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2017) mais de 1.000 pequenas propriedades comercializaram
aves e 3.797 produziram ovos, contribuindo com renda e seguranca alimentar nesta
microrregidao. Mas, em muitas destas propriedades o manejo sanitario é deficiente,
condicionando a ocorréncia de infeccdes como a bouba aviaria.

A bouba aviaria é uma doenca que ocorre em todo o mundo e de grande importancia
econbmica para avicultura (TRIPATHY & REED, 2013), pode se apresentar na forma
cutanea, diftérica, cutanea atipica ou mista. Na forma cutanea, geralmente apresenta baixa
mortalidade, mas pode causar grandes perdas em casos atipicos, que apresentam alta

mortalidade e condenacdo de carcagas no abatedouro, como em casos relatados em frangos
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por SENTIES-CUE et al. (2010) nos Estados Unidos, BACK et al. (1995) no Sul do Brasil e
FERREIRA et al. (2018) em perus em Minas Gerais.

A doenca é causada por um avipoxvirus da familia poxviridae. A transmissdo demanda
sempre de uma porta de entrada, seja pelo contato direto com as lesdes e secrecdes da
nasofaringe ou lesdo por trauma ou causada por artropodes (SANTOS, 2018), importantes na
transmisséo.

O diagnostico pode ser clinico, microscépico, por isolamento e sorologia. Na
histopatologia, a presenca dos corplsculos de inclusdes intracitoplasmaticos, sdo sinais
caracteristicos (SANTOS, 2018). Nao ha tratamento e a prevencao é baseada em medidas de
biosseguridade, principalmente no estabelecimento de programa de vacinacdo baseado em
informac0des sobre as cepas virais circulantes na regiéo.

O objetivo deste trabalho é descrever um surto de bouba aviaria nas formas cutanea
atipica e mista em frangos caipiras vacinados no Brejo Paraibano, diagnosticado através dos

sinais clinicos, achados macroscdpicos e confirmados pelo exame histopatolégico.

MATERIAIS E METODO

O surto ocorreu em frangos caipira, em uma propriedade no municipio de Alagoa
Grande-PB. Cento e oitenta aves caipiras com idades entre dois meses e um ano, eram criadas
em abrigos cobertos por lona e com chéo batido. Alimentadas com racdo a base de milho, soja
e nucleo (Mix de vitaminas e minerais).

Em visita realizada a propriedade, durante avaliagdo do bando, foi verificado,
crescimento retardado das aves e infestacdo por Dermanyssus gallinae, relatada desde a
segunda semana de idade. Também foram encontrados nédulos na pele de 40% das aves, das
quais 20% apresentavam conjuntivite e coriza.

De acordo com o produtor, todas as aves foram vacinadas com vacina bouba aviaria
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forte (avipoxvirus pombo) sempre aos 35 dias de idade e os sinais surgiram apés mudanca de
propriedade.

As aves haviam sido tratadas com enrofloxacina em solucédo oral a 10%, por cinco dias
consecutivos. Durante o acompanhamento do surto, cinco aves morreram naturalmente e
foram encaminhadas para necropsia.

O exame necroscopico foi realizado sob técnica convencional com os animais em
decubito dorsal com avaliagdo interna e individualizada dos 6rgdos. Amostras de todos os
orgdos, inclusive da pele, foram colhidos em solugdo de formol a 10%, processadas
rotineiramente, incluidas em parafina, cortados a 4um, corados com hematoxilina e eosina
(HE) e avaliados microscopicamente.

Para controle do surto, foi orientado o isolamento dos animais com sinais clinicos. Os
que apresentavam sinais na pele, foi pincelada solucéo de iodo a 1% sobre as lesdes, SID até a
cura. Foi pulverizada solugédo de iodo a 0,1% em todas as instalacbes por trés dias
consecutivos, com reducdo posterior para duas vezes por semana. Adicionado iodo a agua de
dessedentacdo das aves, na concentracdo de 0,05%, com troca didria. As aves que nao
apresentavam sinais durante avaliacdo foram separadas e vacinadas com vacina viva poxvirus
pombo. Para controle do Dermanyssus gallinae foram realizadas pulverizagbes das
instalagBes e submersdo rapida das aves parasitadas. Foram utilizadas solugdes a base de
cipermetrina a 0,5% e extrato de Azadirachta indica a 2%.

Todas as aves receberam suplementacdo de vitamina A e medicadas com
sulfametaxazol e trimetropim para evitar complicagdes, conforme SANTOS (2018).

Como medida profilatica foi orientada a vacinacdo para todas as propriedades
circunvizinhas, bem como, realizado treinamento para a correta manipulacdo da vacina e

imunizagéo das aves.
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RESULTADO

Todas as aves foram apresentadas com histérico de infestacdo por ectoparasitas,
piolhos (Dermanyssus gallinae) (Fig.1A), retardo no crescimento, problemas respiratérios, e
lesOes nodulares disseminadas na pele.

Macroscopicamente, a pele apresentava lesdes nodulares, péapulas, vesiculas e
pUstulas, multifocais a coalescentes, que variavam de redondas a alongadas, brancacentas,
distribuidas em todo o corpo, principalmente, nas regides peitoral, ventral e dorso lateral (Fig.
1B). Algumas lesdes apresentavam superficie ulcerada, amarelada ou crostosa. Também foi
observada conjuntivite em ambos os olhos com secrecdo de branca a amarelada recobrindo-os
parcialmente (Fig. 1C).

Na cavidade nasal foi verificada secrecdo catarral amarelada. As coanas apresentava
massa caseosa amarela. O lumen traqueal apresenta formacdo de uma pseudomembrana
amarelada e caseosa. O pulmé@o tinha areas de aderéncias entre a pleura parietal. O coragdo
apresentava marcada atrofia gelatinosa da gordura e liquido transltcido no interior do saco
pericardico.

Os sacos aéreos estavam espessos e preenchidos por massas amareladas e caseosas
(Fig. 1D). No baco foram evidenciadas hemorragias multifocais e petéquiais na superficie
capsular. O figado de todos os frangos estava palido, com aumento de volume e lesdes
multifocais brancas no parénquima.

Na avaliacdo microscopica da pele, foi verificada moderada hiperceratose
ortoceratética na epiderme. Além de vesiculas subcorneais preenchidas por material
eosinofilico. Na derme superficial as células epiteliais apresentavam marcada degeneracao
balonosa (Fig. 2A) e corpusculos de inclusdo eosinofilico intracitoplasmaticos (corpos de
Bollinger) (Fig. 2A - 2B). A derme profunda apresentava infiltrado de células gigantes

multinucleadas, plasmdcitos, linfocitos, macréfagos e tecido de granulacdo moderado, além
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de hiperceratose dos foliculos e restos celulares em meio a areas de necrose. Algumas areas
acima da epiderme até a derme profunda continham material caseoso composto por
heter6filos, macréfagos, e restos celulares, circundando um foco de material basofilico
mineralizado.

No pulmdo observou-se perda da arquitetura dos parabronquios com hiperplasia do
epitélio, infiltragdo de heterofilos, macrofagos, fibrina. Restos bacterianos e celulares envoltos
por células gigantes multinucleadas e macrdfagos epitelioides, formando membranas
diftéricas no lomem. Nos brénquios secundarios, foi verificada hiperplasia e perda das
células ciliares com infiltracdo de macrofagos epitelioides, células gigantes multinucleadas,
heteréfilos, linfécitos e agregados bacterianos e restos celulares, caracterizando
broncopneumonia diftérica.

O baco apresentava marcada necrose dos foliculos linféides e areas multifocais com
material fibrilar no intersticio. No figado foi evidenciada congestdo, perda difusa dos
hepatdcitos com substituicdo por extensas e acentuadas areas de fibrose. No intestino delgado
foi verificado infiltrado inflamatdrio constituido por linfocitos, plasmécitos e macréfagos nas
vilosidades, com degeneracéo e restos celulares e agregados bacterianos no limem do érgéo.
Jejuno com infiltrado de macréfagos, linfécitos e plasmécitos na submucosa e nas
vilosidades. No proventriculo havia areas multifocais de infiltrado inflamat6rio constituido
por heterdfilos e linfocitos. Ndo foram observadas les6es histologicas significativas nos outros
tecidos examinados.

Em relacdo ao tratamento, apds implantacdo das medidas de controle, foram
interrompidas a morbidade e mortalidade em 40 e 15%, respectivamente, com diminuicao
mais evidente dos sinais clinicos a partir do sétimo dia de tratamento e cura alcancada apds 35
dias. As medidas profilaticas também foram positivas, sem relatos de ocorréncia por um ano

na propriedade e nas propriedades circunvizinhas.
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DISCUSSAO

Os frangos desenvolveram lesdes atipicas da bouba na pele, além de graves lesdes
diftéricas internas, caracterizando a forma mista da doenca. A forma como a bouba aviéria se
apresenta, dentre outros fatores, é decorrente do tipo de cepa viral, forma de exposi¢do ao
virus, estado imune da ave, complicagdes secundarias e momento da observagdo. A bouba
cuténea tipica apresenta lesdes nodulares na pele da cabeca, pés e dedos, areas desprovidas de
pena, caracteristica bem sugestiva para o diagnostico clinico. No entanto, as suas formas mais
graves podem se tornar um desafio diagnostico (SENTIES-CUE et al. 2010), como observado
no presente estudo.

No presente surto, as lesdes difusas na pele, inclusive envolvendo extensas &reas
emplumadas, foram decorrentes da alta infestacdo por Dermanyssus gallinae. Esse
ectoparasita pode transmitir o virus durante o repasto sanguineo (SHIRINOV et al. 1972),
caracteristica que culminou na disseminagdo das lesdes por toda a pele. Distribuicdo atipica
das lesBes, foi relatada por SENTIES-CUE et al. (2010) como primeiro caso desse tipo em
frangos nos Estados Unidos. No Brasil essa apresentacdo da doenga ndo tem sido relatada.

As lesdes na pele, compativeis com as descritas por BERNADINO (2009), indicam a
infeccdo em diferentes estagios, inclusive com a descamacdo das crostas, condicionando a
inalacdo ou contaminacdo da conjuntiva para ocorréncia da forma diftérica, caracterizada por
massas amareladas na cavidade nasal e pseudomembrana no Iimen traqueal, conforme
relatado por TRIPATHY & REED (2013). O exsudato nos seios e traquéia, espessamento dos
sacos aéreos e as lesdes nos pulmdes, com severas complicacdes respiratorias, foram também
descritos por SHIVAPRASAD et al. (2009) em surto com alta mortalidade em canarios
(Serinus canaria).

As aves apresentavam extensas areas de fibrose hepatica que podem ser resultantes da

bouba sistémica, porém, ndo foram encontrados corpusculos de inclusdo nessas lesdes que
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permitissem a confirmacdo desta associa¢do. Nédulos no figado também foram verificados na
descoberta de uma nova variante do avipoxvirus com infecgéo sistémica em condor andino
(Vultur gryphus) (KIM et al. 2003), evidenciando a ocorréncia de lesdes hepéticas nestes
casos.

Alteracdo no baco, foi verificada em pesquisa com frangos experimentalmente
infectados com avipoxvirus por via intravenosa. MINBAY & KREIER (1976) sugerem que
sO ocorre viremia nos 6rgdos internos nesta condi¢cdo, o que poderia causar as alteracdes.
Comparando trés vias de inoculacdo, esses autores verificaram, também, que somente na via
intravenosa, ocorreu doenca grave com lesdes disseminadas por toda pele e alta mortalidade,
denotando a importancia de insetos hemat6fagos neste tipo de transmissdo, uma vez que,
capilares podem ser acessados por artropodes como o Dermanyssus gallinae. Premissas que
corroboram com os resultados deste estudo.

Como descrito por TRIPATHY & REED (2013) na microscopia de casos de bouba,
foi verificado alargamento e balonizacdo das células infectadas. As alteracdes inflamatorias
associadas com corpusculos de inclusdes intracitoplasmaticos sdo tipicas dessa enfermidade
(WOODRUFF & GOODPASTURE 1930). Tais corpusculos sdo inclusive considerados um
achado patognoménico da doenca (SANTOS, 2018). Portanto, a observacdo dos corplsculos
de inclusdo intracitoplasmaticos permitiu o diagnostico definitivo, tanto da bouba cutanea
(lesBes tipicas e atipicas), quanto das lesdes internas.

A ocorréncia da enfermidade em aves previamente vacinadas, pode ser explicada por
deficiéncia no sistema imune, uma vez que as aves desde cedo apresentavam infestacdo por
parasitas e desenvolvimento corporal retardado, ou até mesmo por manipulacdo inadequada
da vacina, resultando na ineficacia da imunizagdo. Também € denotado que durante a
vacinacdo pode ocorrer contaminacdo das aves com a vacina através da conjuntiva ocular,

ocasionando o desenvolvimento da doenca (REVOLLEDO, 2009), hipotese afastada, a partir
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dos aspectos epidemioldgicos deste surto, tal qual, o intervalo da ultima imunizacdo superior
a 40 dias.

Nos Estados Unidos foram relatados isolamentos de avipoxvirus em surtos com alta
mortalidade em frangos previamente vacinados (TRIPATHY & REED, 2013). No Brasil,
FERREIRA et al. (2018) relatou forma cuténea atipica em perus vacinados. Estudos de
protecdo cruzada revelaram que alguns isolados tém relacdo imunoldgica limitada com as
cepas utilizadas nas vacinas, indicando que estas podem nédo ser totalmente eficazes em
fornecer imunidade protetora adequada contra um desafio com esses virus (FATUNMBI &
REED, 1996).

Neste cenario, infeccdes por avipoxvirus com as caracteristicas descritas neste surto,
tém potencial para causar grande impacto negativo na avicultura comercial brasileira. Como
caso relatado por BACK et al. (1995) que sugerem que galinhas caipiras de subsisténcia
criadas no entorno do surto e diagnosticadas com avipoxvirus, podem ter sido a fonte para a
infeccdo das aves comerciais.

KUNERT-FILHO et al. (2016) apontam para importancia de estudos e vigilancia
continua sobre a ocorréncia de bouba avidria em aves de producdo para acompanhar a
evolucdo e suas interacGes com as diferentes espécies hospedeiras, podendo representar um
risco perigoso para o cenério de producdo avicola brasileira. Neste caso, as medidas adotadas
foram eficientes, pois mitigaram todos os fatores epidemiolégicos envolvidos, desde a
reducdo da carga viral em todo ambiente, controle do Dermanyssus gallinae a imunizagdo das
aves contactantes ou com potencial.

Como descrito, na analise histopatologica foram verificados sinais especificos da
infeccdo por avipoxvirus nos frangos caipiras, indicando que pesquisas devam ser realizadas
para identificacdo das cepas de avipoxvirus circulantes na regido e assim prevenir perdas

significativas na avicultura no futuro.
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CONCLUSAO

Atraveés do presente estudo, € elucidada a presenca do avipoxvirus no brejo paraibano,
denotando sua interagcdo com o vetor e demais fatores que atuam no estabelecimento de casos
atipicos e mais graves, que podem causar impactos negativos relevantes a avicultura regional,

demandando mais pesquisas de agregagdo de dados e informacGes sobre o tema.
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FIGURAS

Fig.1. (A) Infestacdo por Dermanyssus gallinae em frangos acometidos por bouba. Presenc¢a do
ectoparasita na pele. (B) Lesdes redondas a alongadas, brancacentas, nas areas do peito, asas,
pescoco, coxas e regido ventral. (C) Lesdes coalescentes, amareladas e crostosas na regido dorso-
lateral e coxas, glébulo ocular parcialmente recoberto por secrecio caseosa. (D) Espessamento do
saco aéreo preenchido com massa caseosa.
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Fig. 2. Aspectos histopatolégicos da bouba em frangos. (A) Degeneracdo balonosa das c
epiteliais da epiderme, com a presenca de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
caracteristicos (corpos de Bollinger) (setas). HE, obj. 40x. (B) Corpusculos de inclusdo eosinofilicos
intracitoplasmaticos (corpos de Bollinger) na derme (seta). HE, obj. 20x.
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