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RESUMO

VAN DER MEER, Carolina Soares. Detec¢cdo e caracterizacdo molecular do Poxvirus
Aviario em Culex sp. coletados no peridomicilio de &reas rurais e periurbanas no
municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro. 2021. 75p. Dissertacdo (Mestrado,
Ciéncias Veterinérias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude
Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

A Bouba Aviaria € uma enfermidade viral altamente contagiosa cuja maior abrangéncia
geogréfica de casos contempla regibes tropicais e subtropicais, afetando aves domésticas e
selvagens. Estudos experimentais apontam que a principal forma de transmissao se da através
do repasto sanguineo com dispersdo viral realizada por mosquitos vetores do género Culex,
alimentados com sangue de aves infectadas. Desta forma, o objetivo desse estudo foi
estabelecer a frequéncia de Culex sp. com material genético de Avipoxvirus através da técnica
de PCR no peridomicilio de areas rurais e periurbanas do municipio de Seropédica, no Rio de
Janeiro e realizar andlise filogenética com base no gene p4b a partir de amostras positivas.
Foram coletados 2839 mosquitos dos géneros Anopheles, Aedes e Culex, sendo o género
Culex o mais abundante, compreendendo 96,23% (2732/2839) do montante total, onde a
pesquisa de Avipoxvirus foi realizada em 300 fémeas alimentadas oriundas dos bairros de Séo
Miguel, Valdo das Loucas e Campo Lindo. Dos espécimes coletados, um total de 13,66%
(41/300) das amostras de fémeas testadas apresentaram-se positivas na reacdo de deteccdo,
onde 13,63% das positivas (21/154) foram coletadas no bairro de Campo Lindo, 16,67%
(16/96) em Sao Miguel e 12% (6/50) em Valdo das Loucas. Ndo houve diferenca significativa
na frequéncia de Avipoxvirus em Culex sp. entre os bairros analisados (p>0,05). A anélise
filogenética foi realizada comparando 347 sequéncias disponiveis no GenBank, de forma a
agrupar os subclados Al a A7, B1 a B3 e C. Pela primeira vez no Brasil, foi possivel reportar
a presenca do subclado Al em amostras oriundas de Culex sp. contendo DNA de Avipoxvirus.
A distancia evolutiva do gene p4b das amostras sequenciadas, comparada entre as areas
avaliadas, foi capaz de demonstrar maior divergéncia genética em areas rurais
(0,0061+0,0021) gquando comparada a areas periurbanas (0,0038+0,0016) nesse estudo. Esse
trabalho possibilitou a otimizacdo de uma técnica de PCR eficaz para detec¢do de Avipoxvirus
diretamente do DNA extraido de Culex sp., além da complementacdo de dados referentes a
biologia do vetor e melhoria das técnicas de monitoramento e de controle da Bouba Aviéria
no Estado do Rio de Janeiro.

Palavras chave: Bouba Aviéria; Culex; Filogenia; Detec¢do Molecular; Poxvirus Aviario.



ABSTRACT

VAN DER MEER, Carolina Soares. Detection and molecular characterization of
Avipoxvirus in Culex sp. collected in the peridomicile of rural and periurban areas in the
municipality of Seropédica, Rio de Janeiro. 2021. 75p. Dissertacdo (Mestrado, Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterindria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Avian Pox is a highly contagious viral disease whose largest geographical range of cases
covers tropical and subtropical regions, affecting both domestic and wild birds. Experimental
studies show that the main form of transmission occurs during blood feeding by vectors of the
genus Culex, previously fed with the blood of infected birds. Therefore, the aim of this study
was to establish the frequency of Culex sp. with Avipoxvirus DNA through PCR assay, in the
municipality of Seropédica, Rio de Janeiro and then perform a phylogenetic analysis based on
the p4b gene from positive samples. In this study, 2839 mosquitoes belonging to Anopheles,
Aedes and Culex genera were collected, with the Culex sp. genus being the most abundant,
comprising 96.23% (2732/2839) of the total amount, where the Avipoxvirus detection was
conducted on 300 fed females from the neighborhoods: S&o Miguel, Valdo das Lougas and
Campo Lindo. Of the collected specimens, a total of 13.66% (41/300) of the samples of
females tested were positive in the detection reaction, where 13.63% of the positives (21/154)
were collected at Campo Lindo neighborhood, 16.67% (16/96) at Sdo Miguel and 12% (6/50)
at Valdo das Lougas. There was no significant difference in the frequency of Avipoxvirus in
Culex sp. among the neighborhoods analyzed (p>0.05).The phylogenetic analysis was
performed comparing 347 sequences available in GenBank, in order to group the subclades
Al to A7, Bl to B3 and C, and, for the first time in Brazil, it was possible to report the
presence of subclade Al in samples of Culex sp. with Avipoxvirus DNA. The evolutionary
distance of the p4b gene of the sequenced samples, compared between the evaluated areas,
was able to demonstrate larger genetic divergence in rural areas (0.0061+0.0021) when
compared to periurban areas (0.0038+0.0016) in this study. This work enabled the
improvement of an effective PCR technique for the detection of Avipoxvirus directly in Culex
sp. DNA, in addition to complementing data on vector biology and improving the monitoring
and control techniques of Avian Pox in the State of Rio de Janeiro.

Keywords: Avian Pox; Culex; Phylogeny; Molecular Detection; Avipoxvirus.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira € um dos setores que mais se desenvolveu na economia nos
ultimos anos. Em 2019, o Brasil liderou mais uma vez o ranking mundial no setor avicola,
sendo reconhecido como maior exportador mundial de carne de frango, tendo registro de 4,21
milhGes de toneladas exportadas, com um aumento na producao de 3,3% em relacdo a 2018.
Também é reconhecido como o segundo maior produtor de frangos de corte com 13,2 milhGes
de toneladas geradas por ano (ABPA, 2020).

A cadeia produtiva de frangos no Brasil é definida pela sua expansdo voraz com seus
pilares de aperfeicoamento relacionados as areas da genética animal, nutricdo, tecnologia de
equipamentos utilizados e no &mbito sanitario (ESPINDOLA, 2012).

Apesar do constante progresso obtido pelas inovagdes tecnologicas implementadas nas
indUstrias de alto desempenho, alguns nucleos familiares e grupos sociais optam pelo
consumo de carne e ovos da propria producdo de aves. Essas atividades também sdo
associadas a geracdo de renda familiar, geralmente integrada a outros tipos de producao
agricola com mesma finalidade. Préatica esta, portanto, conhecida como criacdo do tipo
subsisténcia (COELHO & FABRINI, 2014).

A criacdo do tipo subsisténcia € considerada uma importante atividade de
movimentacdo econdmica no campo que, além de suprir necessidades alimentares basicas de
um grupo familiar, também é responsavel pelo processo de circulacdo de capital atraves da
producdo e elaboracdo em pequena escala de produtos agricolas, a fim de satisfazer as
necessidades de consumo locais (GARCIA Jr., 1983). Entretanto, esse tipo de criacdo
doméstica esta sujeita a dificuldades de manejo sanitario, devido a relacdo dos métodos de
biosseguridade adotados, que contemplam fatores ambientais e culminam no bem estar do
plantel, como qualidade das instalagdes, planejamento vacinal e de higiene e manipulacdo dos
insumos utilizados. Casos esses métodos ndo sejam adotados de forma assertiva, pode ocorrer
a entrada e disseminacédo de doencas de interesse para a avicultura.

Os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) apresentam o
municipio de Seropédica como possuidor de pequenas propriedades rurais cuja ocupacdo € de
uma éarea de 9.302 hectares de estabelecimentos agropecudrios, majoritariamente de
agricultura familiar diversificada. Sendo 133 o numero registrado de estabelecimentos que
criam aves, do total de 444 estabelecimentos (IBGE, 2017).

A deteccdo da circulacdo de doencas que podem causar prejuizos econdmicos a
criacdo do tipo subsisténcia é de extrema importancia para garantir a seguranca alimentar e
estabelecer melhores praticas de manejo, prevencdo e controle nesses locais, a fim de evitar
disseminacéo e agravo nos estabelecimentos industriais de grande porte, levando a potenciais
perdas econdmicas no setor avicola a nivel nacional e internacional. (MARTINS, 2005)
Dentre estas enfermidades, destaca-se a Bouba Avidria, umas das mais frequentes doencas
virais observadas em aves criadas nesse modelo de produgéo.

A Bouba Aviaria também é chamada de variola, epitelioma contagioso ou pipoca, e
afeta aves domeésticas e selvagens em todo o Brasil. Os Avipoxvirus podem ser transmitidos
por contato direto com particulas virais infecciosas ou indiretamente através de vetores
artropodes mecanicos (TRIPATHY & REED, 2008).

Estudos anteriores relataram o papel das espécies Culex quinquefasciatus e Aedes
aegypti como importantes vetores mecanicos na transmissdo do virus da Bouba Aviaria
(ALEY etal., 2010 & YEO et al., 2019), que ocorre devido a permanéncia de particulas virais
viaveis na proboscide dos insetos, perdurando por até 14 dias, sem evidéncia de replicacédo
nos tecidos desses insetos segundo estudo experimental (DAMASSA, 1966). Entretanto,
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nenhuma investigacao do agente viral em mosquitos vetores foi publicada no Brasil, e poucas
abordagens técnicas sensiveis para deteccdo molecular foram desenvolvidas, dificultando o
estudo da circulacdo do virus e sua identificacdo em espécies isoladas de mosquitos com
capacidade de vetoracdo, como as do género Culex (VILELA, 2019).

Neste contexto, este trabalho teve como principais objetivos a deteccdo molecular e a
andlise da variabilidade genética do Avipoxvirus em mosquitos do género Culex coletados em
areas peridomiciliares de zonas rurais e periurbanas relacionadas a criacdo de aves do tipo
subsisténcia no municipio de Seropédica, estado do Rio de Janeiro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Bouba Aviéria

A bouba aviéria € reconhecida por ser uma enfermidade viral de propagacao lenta, com
alta incidéncia em paises tropicais e subtropicais. (LEBDAH et al., 2019). A doenca possuli
distribuicdo cosmopolita, e afeta aves domesticas e silvestres, sem manifestacdo de predilecéo
por sexo ou idade, apesar de ser mais comum e desencadear quadros graves em aves jovens
(EO etal., 2011; ALEHEGN et al., 2014; MOCO et al., 2008).

Também conhecida como variola aviaria, a bouba esta na lista das doencas de
notificacdo obrigatoria mensal de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saide Animal (OIE)
devido ao seu carater altamente contagioso e dispersivo.

A doenca é observada apresentando dois principais tipos de evolucgéo clinica que podem
ocorrer separadamente ou em conjunto: a forma cutanea, que é caracterizada pela formacéao de
nédulos proliferativos exofiticos e autolimitantes comumente vistos em areas desprovidas de
penas, como palpebras, narinas, face, cloaca e membros pélvicos; e a forma diftérica, onde as
lesbes sdao majoritariamente fribrinonecroticas proliferativas que se localizam na membrana
mucosa da boca, esdfago e trato respiratério superior (TRIPATHY & REED, 2008;
FERREIRA et al.,, 2018). A forma sistémica da doenca, considerada uma rara e aguda
apresentacdo da enfermidade, foi relatada apenas em algumas espécies de canarios e esta
associada a alta mortalidade (VAN RIPER & FORRESTER, 2007; STROUD, 1933).

As lesdes caracteristicas da forma cutanea da doenca, que se apresentam em regides sem
penas, sdo comumente associadas a facilidade de acesso de picadas de artropodes
transmissores do virus, como mosquitos e acaros (HESS et al., 2011; VARGAS et al., 2011,
PROCTOR & OWENS, 2000).

A mortalidade ligada a bouba aviaria é baixa na forma cutanea. No entanto, se eleva
quando a apresentacdo clinica da doenca é diftérica, conjunta, ou quando associada a outros
patégenos de importancia (TRIPATHY & REED, 2008).

Sua propagacdo se da principalmente pelo papel de vetoracdo mecanica desses
artrépodes. Entretanto, aerossois gerados pelas aves infectadas, o contato direto com lesdes ou
a ingestdo de alimentos ou agua contaminados também séo importantes formas de transmisséo
da enfermidade (VARGAS et al., 2011; BERCHIERI Jr. et al., 2009).

2.2 Historico da Doenca

A bouba aviaria foi uma das primeiras doencas de interesse veterinario na area a serem
descritas quanto aos seus aspectos macroscopicos, devido a facilidade de deteccdo das lesGes
e consequente associacdo a causa (HEUSINGER, 1844; VAN RIPER & FORRESTER,
2007).

Relatos ndo publicados de surtos onde lesdes muito semelhantes descritivamente as
apresentadas em casos de Bouba Aviaria, sugerem que a enfermidade pode ter sido
introduzida em aves domésticas em periodos anteriores ao século XX (WILKESKI, 2004).

Os diagnosticos presuntivos clinicos eram confirmados em virtude da associagdo das
lesBes encontradas nas aves afetadas com achados histopatoldgicos condignos. A primeira
evidéncia foi descrita por Bollinger em 1873, que visualizou em seus achados microscopicos
de células infectadas por um Avipoxvirus um tipo de inclusdo citoplasmatica eosinofilica
caracteristica em células epiteliais, e que é considerado hoje, sinal patognoménico da
enfermidade. O achado foi considerado pioneiro por conseguir realizar a associagdo precoce
das infeccbes antes mesmo da implementacdo de técnicas como isolamento viral
(BOLLINGER, 1873; MOHAN & FERNANDEZ, 2008; BOLTE et al., 1999).

No inicio do periodo p6s Segunda Guerra Mundial, a microbiologia e a patologia
animal tiveram acesso a microscopios eletrdnicos, intensificando o0s conhecimentos
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relacionados a patogénese de diversas doencas infecciosas, incluindo aspectos relacionados a
Bouba Aviéaria (BOLTE et al., 1999).

O primeiro relato relacionando a hematofagia de artropodes a transmissdo do virus da
Bouba Aviéria foi descrito detalhadamente em 1936, em experimentos que demonstraram a
capacidade de espécies nao identificadas dos géneros Culex e Aedes de carrear e transmitir o
virus para aves susceptiveis, reforcando estudo realizado por Kliger, em 1928, que apontou
primeiramente a possibilidade de vetoracdo desses géneros (BRODY, 1936; DAMASSA,
1966; KLIGER, 1928).

A influéncia de mosquitos do género Culex na participacdo e disseminacdo da doenca
em populacdes de aves pdde ser evidenciada nas Ilhas Santa Cruz, um grupo de ilhas isoladas
no oceano pacifico, onde mosquitos da espécie Cx. quinquefasciatus foram coletados e
correlacionados a casuistica da Bouba Aviaria em aves selvagens da regido devido aos seus
habitos alimentares (WHITEMAN, 2005).

2.3 Etiologia da Bouba Aviaria

O virus da Bouba Aviéria esta classificado no género Avipoxvirus, pertencente a familia
Poxviridae e subfamilia Chordopoxviridae (MURPHY, 1999; CANAL & DIEL, 2017). A
particula viral do agente é envelopada e consiste em um core central bicbncavo e eletrodenso,
apresentando dois corpos laterais em cada concavidade, revestida por um envelope viral.
Todo revestimento externo consiste em arranjos de tubulos aleatorios. Em geral, a particula
viral é grande, sendo um dos maiores virus ja descritos na literatura, com formato semelhante
a um tijolo arredondado (Figura 1). Com medidas que chegam a 330 x 280 x 200 nm,
apresentam genoma composto de uma fita dupla linear de acido desoxirribonucleico — DNA
(do inglés “deoxyribonucleic acid”) — com cerca de 260-365 kpb, possuindo uma regido
central de codificacdo cercado de dois idénticos terminais invertidos de 9.5 kpb, contendo 260
fases de leitura aberta — ORFS (do inglés “open reading frames”) —, onde 101 delas
demonstram similaridade com genes com funcionalidade conhecida (LEBDAH et al., 2019;
SKINNER, 2008; CANAL & DIEL, 2017; TRIPATY & REED, 2013).

Figura 1: Coloracdo negativa de particulas tipicas de Poxvirus semelhantes a tijolos,

obtidas de lesGes cutaneas de Falco peregrinus. Escala: 15nm. Fonte: Krone, 2016.



Segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses, o género Avipoxvirus é
exclusivo na subfamilia Chordopoxviridae a ter a capacidade de infectar espécies de
vertebrados que ndo estejam categorizadas na classe Mammalia, sendo o Unico capaz de
infectar aves (ICTV, 2016; GUBSER et al., 2004).

A comparacdo do genoma dos Avipoxvirus (APV) com outros chordopoxvirus (ChPVs)
expbe 65 genes homdlogos conservados responsaveis pela codificacdo de proteinas
envolvidas na transcricdo e biogénese de mMRNA (do inglés “messenger ribonucleic acid”),
replicacdo e reparo de DNA, metabolismo de nucleotideos e processamento de proteinas
vinculadas a estrutura viral (AFONSO et al., 2000; MOCKETT et al., 1992; MULLER et al.,
1978).

O genoma do Avipoxvirus inclui seis genes putativos com funcbes de modificacdo de
proteinas, envolvendo serina/treonina quinase (PK), uma metaloprotease, uma tirosina PK e
uma tirosina/serina fosfatase, todas envolvidas no processo fundamental de fosforilagdo de
proteinas virais durante a sintese e montagem de novas particulas virais viaveis (AFONSO et
al., 2000; ZANTINGE et al., 1996; BETAKOVA et al., 1999).

A classificagdo padrdo para diferenciacdo de cepas de Avipoxvirus se baseia na
comparacdo de genes ndo essenciais constitutivos e em genes responsaveis pela
imunomodulacdo. Tal classificacdo separa as cepas em trés clados, com carater espécie-
especifico, comumente isoladas ao redor do globo; sdo elas do grupo A, do grupo B e do
grupo C, afetando respectivamente galinhas, canarios e psitacideos com maior frequéncia
(JARMIN et al., 2006; MANAROLLA et al., 2010).

Mais recentemente, houve a descoberta de uma nova cepa isolada da espécie
Platycercus elegans que ndo possuiu caracteristicas para ser classificada em nenhuma das trés
cepas iniciais, sendo classificada, portanto, como pertencente a um novo grupo intitulado D,
sugerindo que a classificacdo primaria baseada nos genes padrdo para a diferenciacdo de
estirpes se mostra insuficiente (SLOCOMBE et al., 2013).

2.4 Epidemiologia

O género Avipoxvirus & conhecido por possuir vasta distribuicdo a nivel mundial
(Figura 2), com poucos relatos excecdo de areas no Artico e em algumas regides isoladas,
podendo afetar uma diversidade consideravel de espécies domésticas e silvestres. A doenca ja
foi reportada em 278 espécies de aves pertencentes a 23 ordens distintas (BOLTE et al., 1999;
VAN RIPER & FORRESTER, 2007).

A caracteristica endémica da enfermidade em diversos locais do globo pode ser
explicada devido as baixas taxas de mortalidade apresentadas, favorecendo a permanéncia do
virus por maior tempo entre as popula¢fes. Embora atinja niveis globais, a maior ocorréncia
de casos ocorre em regifes tropicais e subtropicais (REED & SCHRADER, 1989;
YOSHIKKAWA & ALAM, 2002).



\

Figura 2: Distribuicdo dos paises nos quais a Bouba Aviéria foi relatada. Os paises destacados em
cinza escuro sdo aqueles onde enfermidade foi relatada a partir de multiplas familias de aves; em cinza
claro indica relato de um Unico registro; areas do globo pontilhadas indicam regides onde foram
realizados apenas estudos envolvendo aves comerciais como galinhas e perus; e em branco areas onde
a doenca ainda ndo foi detectada. Fonte: van Riper & Forrester, 2007.

Os relatos de casos referentes a presenca do agente etiologico e manifestacGes mais
graves da doenca em planteis de frangos em regifes dos Estados Unidos da América afetam
diretamente, em aspectos econdmicos, uma regido onde a enfermidade ja se encontrava em
situacdo de controle. (TRIPATHY & REED, 2013).

A distribuicdo da doenca esta diretamente associada a diversos fatores bioticos e
abidticos, tais como a temperatura, umidade, densidade de vetores e densidade de hospedeiros
susceptiveis, sendo um dos mais relevantes a quantidade de vetores capazes de carrear e
transmitir o Avipoxvirus (FORRESTER, 1991; VAN RIPER et al., 2002). Desta forma, em
épocas mais quentes e chuvosas do ano, onde o nimero de vetores tende a aumentar, a
transmissdo da enfermidade se intensifica, ocasionando muitas das vezes surtos nesses
periodos (AKEY et al., 1981; FORRESTER, 1991).

Entretanto, nas regibes mais quentes do globo, a Bouba Aviaria pode ser relatada
durante todo o ano, mais frequentemente nos meses de outono e inverno, onde os indices de
pluviosidade ascendem e permitem indices altos de reproducdo por parte dos vetores (AKEY
etal., 1981; LAPUENTE et al., 2009).

2.5 Patogenia do Avipoxvirus

O periodo de incubacéo dos Avipoxvirus varia em relacdo ao tipo de hospedeiro e da
cepa. Foi relatado na literatura um intervalo de quatro a dez dias em galinhas e perus, tendo
todo o curso da doenca desde a infeccdo até a completa cicatrizacdo das lesdes uma duragéo
de até quatro semanas (TRIPATHY & REED, 2013).

Logo apos a invasao celular pelos virions (particulas virais completas e infectantes),
em até 72 horas ocorre a replicacdo primaria viral no local de inoculagdo, que ocorre
rapidamente devido as caracteristicas do DNA que ndo dependem de componentes celulares
hospedeiros para se replicar (BULLER, 2011).

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

2.6 Sinais Clinicos da Bouba Aviaria

Em geral, os sinais clinicos sdo variaveis quanto a susceptibilidade do hospedeiro e ao
patotipo da estirpe viral (RUPLEY, 1999).

A enfermidade, em sua apresentacdo cutanea tradicional, se manifesta através de lesbes
proliferativas semelhantes a papilomas nas partes desprovidas de penas nas aves, tais como
bico, palpebras, regido das narinas, pernas e pés (Figura 3). Geralmente se inicia como um
edema hiperémico que eventualmente ulcera e da origem a lesdes hiperplasicas de aspecto
nodular, persistindo até a cura espontanea da doenca, onde ocorre o desprendimento do tecido
afetado. Nos Ultimos estagios de desenvolvimento das lesdes, devido a facilidade de traumas
ou bicagem por outras aves oriundas do mesmo plantel, podem ocorrer hemorragias com
frequéncia, permitindo a entrada de microorganismos oportunistas, facilitando a instalagéo de
infeccbes secundarias que agravam a condi¢do clinica da ave, aumentando o tempo de
recuperagéo ou acarretando na morte das aves (VAN RIPER et al., 2007).

Em alguns casos, as lesdes podem causar danos permanentes as areas afetadas,
incluindo perda de dedos dos pés, malformacdes de bico e face, além de cegueira (VAN
RIPER & FORRESTER, 2007; VAN RIPER et al., 2002; FORRESTER & SPALDING,
2003).

Na forma diftérica da doenca, é comum o aparecimento de lesGes necroticas com
aspecto Umido, que se desenvolvem nas membranas mucosas da boca e ao longo de todo o
trato respiratorio superior, promovendo discreta dificuldade respiratoria e alimentar nas aves
acometidas, aumentando consideravelmente os indices de mortalidade (VAN RIPER &
FORRESTER, 2007; DAVIDSON et al., 1980).

Formas cutanes

Lesdes principsiments em
sSress desprovices de penas

3 Apresentagdes Clinicas
\ c= Soubs Awvisria

Lesdes proliferativas amareiadas
princpaimente em mucoses da boca

Figura 3: Representacdo das formas clinicas mais frequentes da Bouba Aviaria em aves domésticas.
Fonte: Poultry DVM, 2021, com adaptaces.
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2.7 Papel de Culicideos como vetores da Bouba Aviaria

Os culicideos (Diptera: Culicidae) sdo insetos que constituem um grupo de elevada
biodiversidade, contemplando mais de 3500 espécies descritas em todo 0 mundo, com notavel
relevancia vetorial de inimeras enfermidades de interesse para a satde publica e a sanidade
animal, além de serem responsaveis por elevadas taxas de morbidade e mortalidade
associadas a transmissao de doencas (MEDEIROS-SOUZA et al., 2013; ALMEIDA, 2011).

O comportamento relativo a oviposicao das fémeas varia de acordo com o género,
podendo apresentar desde ovos postos de forma conjunta ou individual nos criadouros
(FORATTINI, 2002). Para maturacdo dos ovos ja fecundados, existe a necessidade de repasto
sanguineo pela fémea do inseto. Estas pousam sobre os hospedeiros de predilecéo e localizam,
através dos oOrgdos sensoriais, 0 local para inserir o aparelho bucal do tipo picador-sugador
para realizar a alimentagdo (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Apos a realizagdo do
repasto sanguineo, virus do género Avipoxvirus podem permanecer por um periodo de até 14
dias de maneira viavel na probdscide da fémea, tornando-a um vetor mecénico eficiente para
dispersdo do agente (DAMASSA, 1966; ALLEY et al., 2010).

Uma fémea adulta e reprodutivamente competente é capaz de executar até cinco ciclos
reprodutivos em toda a sua vida, deslocando-se para longe de seu local de nascimento a fim
de alcancar suas fontes alimentares, caso haja necessidade. Tal comportamento biol6gico
reforca a necessidade de monitoramento de vetores em areas onde ocorre a circulacdo de
patdégenos de importancia médica e veterinaria e seus vetores (CABRINI & ANDRADE,
2006).

Paises subdesenvolvidos costumam ser mais afetados devido a variacdo da
disponibilidade de servicos sanitarios e pelas condi¢Ges climaticas associadas as zonas
tropicais e subtropicais, caracterizando uma maior facilidade para desenvolvimento e
dispersdo de vetores tanto em areas urbanas quanto em areas rurais (CLEMENTS, 1992).

Fatores bidticos, como a presenca de hospedeiros susceptiveis e vegetacdo e os fatores
abidticos, como precipitacdo, temperatura e umidade relativa do ar, sdo considerados o ponto
chave da transmissdo de doencas por mosquitos vetores. Essas condi¢cBes podem afetar de
maneira positiva ou negativa a proliferacdo do vetor em seu habitat, além da sua capacidade
de transmitir doencas. (LAPUENTE et al., 2009; LAPUENTE et al., 2010).

Experimentalmente, a transmissdo do virus da Bouba Aviaria vem sendo testada
através de espécimes da subfamilia Culicinae desde 1936, onde primeiros experimentos
sugeriram o papel de vetoragdo ap6s mosquitos recém-alimentados em aves apresentando
sinais clinicos da enfermidade foram macerados e inoculados no epitélio escarificado de uma
ave susceptivel saudavel, que ap6s periodo de incubacdo foi capaz de demonstrar a mesma
clinica de aves doentes (DAMASSA, 1965; BRODY, 1936).

2.8 Distingcdo entre mosquitos da subfamilia Culicinae

Taxomomicamente, os culicideos sdo pertencentes a Ordem Diptera, a familia Culicidae,
subfamilia Culicinae, onde é alocado o subgénero Culex, alvo do objetivo do estudo. O género
Culex, por sua vez, pertence a tribo Culicini, e é considerado o género mais abundante da
familia Culicidae, totalizando 26 subgéneros e um total de 763 espécies, sendo a diversidade
de espécies dependente da localizacdo geografica (HARBACH, 2007; FORATTINI, 2002).

Alguns mosquitos sdo pertencentes a complexos, onde também podem ser denominadas
especies gémeas, cuja diferenciacdo morfologica ndo é evidente, porém divergéncias
reprodutivas podem ser observadas (ALMEIDA, 2011; WALTON et al.,, 2009). A
identificacdo de espécimes adultos do subgénero Culex é dificultada em virtude das
caracteristicas macroscépicas indistinguiveis das fémeas, cujas chaves de identificacdo séo
desatualizadas e pouco difundidas na literatura. Em geral, utilizam-se machos para realizar a
diferenciacdo das espécies, devido as caracteristicas distinguiveis do aparelho genital entre as
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espeécies, podendo servir como chaves dicotdmicas (FORATTINI, 2002; DEMARI-SILVA et
al., 2011).

O subgénero Culex alberga a maior parte de espécies dos Culicinae encontradas nas
regides subtropicais do planeta (ALMEIDA, 2011). Dois complexos pertencentes ao
subgénero cuja relevancia epidemiologica é claramente notavel sdo o complexo Coronator,
albergando espécies como Cx. Coronator, e Cx usquatus, além do complexo Pipens, onde Cx.
quinguenfasciatus (Figura 4), Cx. pipens e Cx. nigripalpus fazem parte da diversidade
bioldgica que os compdem (DEMARI-SILVA et al., 2011).

Figura 4: Fémea ndo alimentada de Culex quinquefasciatus. Fonte: Bryant, 2008.

2.9 Diagndstico e monitoramento da Bouba Aviaria

O diagnéstico da Bouba Aviaria tem como padrdo ouro a observacdo de alteracOes
histopatoldgicas condizentes com hiperplasia de epitélio aliado a presenca de inclusdes
citoplasmaticas eosinofilicas (Corplsculos de Bollinger) e corpos de Borrel, além de
hiperplasia e hipertrofia epitelial nas mucosas afetadas durante a apresentagao clinica diftérica
(TRIPATY & REED, 2013).

Devido a surtos de diversas enfermidades de interesse veterinario, varios grupos de
estudo pelo planeta vém buscando desenvolver novas técnicas de diagnostico, além de
elaborar medidas de prevencdo e controle que sejam confiaveis e eficientes, a fim de marcar
uma nova era de avanco tecnoldgico. Nesse contexto, técnicas de biologia molecular vém
ganhando espaco no diagndstico de doencas infecciosas dos animais, em destaque, a reacao
em cadeia da polimerase (PCR), por se demonstrar mais sensivel e rapida (CAVALCANTI et
al., 2008; YANG & ROTHMAN, 2004).

Técnicas de diagnostico molecular estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas nos
ultimos anos a fim de detectar patdogenos ndo somente em amostras de hospedeiros
vertebrados, mas também em hospedeiros invertebrados como alguns artropodes vetores de
importantes arboviroses. Em trabalho desenvolvido por Chow et al. em 1998, foi relatada a
relevancia do monitoramento através de PCR com intuito de detectar a presenca do virus da
dengue diretamente nos vetores, servindo como sistema de alerta para entender o0s
mecanismos da enfermidade em determinadas situagoes (COSTA et al., 2009; CHOW et al.,
1998). .



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de estudo

Todos os mosquitos foram capturados no municipio de Seropédica, no estado do Rio
de Janeiro (22° 44’ 38’ latitude sul; 43° 42° 27"’ longitude oeste), no periodo de Junho de
2016 a Julho de 2017. Dois tipos de ambientes classificados como zonas rurais e um ambiente
caracterizado como zona periurbana foram os pontos escolhidos para as capturas dos
mosquitos, e suas caracteristicas foram listadas na Tabela 1. Todos os pontos de captura
possuiam criagdes do tipo subsisténcia de Gallus gallus e foram selecionadas em trés bairros
do municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro: Sdo Miguel, Valdo das Loucas e
Campo Lindo (Figura 5), sendo estes selecionados por conveniéncia.

O municipio de Seropédica encontra-se a 75 quilémetros do centro da capital do estado
do Rio de Janeiro, ocupando uma éarea total de 283,634km?, abrigando 86.743 habitantes
segundo dados estimados de 2018 levantados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2017).

As analises laboratoriais foram executadas no Laboratorio de Sanidade Avicola
(LASAVE) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, pertencente ao Departamento de
Epidemiologia e Satde Publica no Instituto de Veterinaria.

Tabela 1. Locais de coleta identificados pelo bairro, concentragdo populacional de humanos, e
classificacdo de zona em rural ou periurbana no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Bairro Densidade Populacional Classificacéo (Zona)
Séo Miguel Moderada Rural

Valdo das Loucas Baixa Rural

Campo Lindo Alta Periurbana

Area Rural
I Valdo das Lougas
I sso Miguel

Area periurbana
I Campo Lindo

0 5 10 km

Figura 5: Localizacdo geogréafica do municipio de Seropédica, RJ e dos bairros onde foram realizadas
as coletas de mosquitos: S&o Miguel, Valdo das Lougas e Campo Lindo.
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3.2 Coleta de mosquitos e identificacdo morfoldgica

Para a determinacdo do tamanho amostral (n) foi levado em consideragdo parametros de
uma populacdo infinita com base em um nivel de prevaléncia desejado (PEREIRA, 2005),
baseando-se no erro amostral de 12%, grau de confianga de 95% e uma prevaléncia esperada
de 50% de acordo com a férmula: n = p (100 — p) . «?/ (d.p /100)?, onde:

n = namero de amostras para prevaléncia em uma populacéo infinita;

p = prevaléncia esperada;

o = fator do grau de confianca;

d = erro amostral.

Com os parédmetros adotados, obteve-se um numero amostral de 267 mosquitos. No
entanto, foram analisados um total de 300 fémeas de mosquitos do género Culex. A captura de
mosquitos foi realizada com a utilizagdo de armadilhas CDC luminosas em areas
peridomiciliares, cujo funcionamento foi de 12 horas, trés vezes por semana, totalizando 864
horas de funcionamento das armadilhas, compreendendo o periodo de julho de 2016 a julho
de 2017. Todo procedimento de coleta foi autorizado pelos proprietarios dos domicilios
selecionados. As coordenadas geograficas relacionadas aos pontos de coleta dos mosquitos
estdo listadas na Tabela 2.

Tabela 2. Coordenadas geograficas de latitude e longitude utilizadas para o
georreferenciamento e confeccdo do mapa de Kernel dos pontos de captura de mosquitos realizada no
periodo de Junho de 2016 a Julho de 2017 no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Armadilha Bairro Zona Longitude Latitude
ARM 1 Campo Lindo Periurbana 640047 7474650
ARM 2 Campo Lindo Periurbana 639782 7474911
ARM 3 Campo Lindo Periurbana 639843 2475029
ARM 4 Campo Lindo Periurbana 639456 7475204
ARM 5 Campo Lindo Periurbana 640091 7475124
ARM 6 Campo Lindo Periurbana 640431 7475934
ARM 7 Campo Lindo Periurbana 640431 7475360
ARM 8 Campo Lindo Periurbana 639973 2474864
ARM 9 Campo Lindo Periurbana 639720 2475314
ARM 10 Campo Lindo Periurbana 639674 2478218
ARM 11 Val&o das lougas Rural 628215 2484534
ARM 12 Val&o das lougas Rural 629820 2485076
ARM 13 Sao Miguel Rural 630885 2489753
ARM 14 Séo Miguel Rural 631045 7489586
ARM 15 Sao Miguel Rural 631585 2489750
ARM 16 Sao Miguel Rural 632668 2487654
ARM 17 Valdo das lougas Rural 627171 7483849
ARM 18 Valdo das lougas Rural

628629 7484742
11



Tabela 2. Continuagao.

Armadilha Bairro Zona Longitude Latitude

ARM 19 Valdo das loucas Rural 627547 2484215

Todos os espécimes coletados foram levados vivos ao laboratdrio, e encaminhados
para eutanasia através de refrigeracdo. Todos 0os mosquitos coletados passavam por uma
avaliacdo morfoldgica com auxilio de um microscopio estereoscopico, onde caracteristicas
como sexo, estado alimentar e género do artrépode foram observadas, com base em chaves
dicotbmicas descritas na literatura (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002;
BECKER et al., 2010; BERLIN & BELKIN, 1980).

Para esse estudo, somente fémeas alimentadas identificadas como pertencentes ao
género Culex foram selecionadas, em virtude da maior presenca amostral oriunda das coletas
realizadas durante o periodo, compreendendo um surpreendente numero de 2175 fémeas
ingurgitadas, onde 300 foram previamente identificadas e selecionadas para analises
moleculares subsequentes, de forma a conter metade de cada zona avaliada nesse estudo.

Os espécimes foram separados individualmente e alocados em tubos contendo solucao
de RNA later e foram estocadas a -20° C até o momento das analises moleculares.

3.3  Extracdo de material genético

A extracdo de DNA foi realizada individualmente em espécimes de mosquito do
género Culex. Para a extracdo do DNA, foi utilizado o protocolo adaptado “Salting Out” de
Ayres et al. (2002). Antes do inicio do protocolo de extracdo, cada uma das amostras
armazenadas em RNAlater® foi descongelada gradualmente e os espécimes tiveram seus
olhos dissecados e descartados, para que o restante do corpo fosse lavado trés vezes com
500uL de PBS estéril e centrifugado a 14.500 rpm por 3 minutos, a fim de evitar possivel
acdo inibitoria nas analises moleculares por componentes pigmentares oriundos dos olhos dos
insetos.

3.3.1 Salting Out

Para cada amostra foram adicionados 500uL de solucéo de lise (400mM NaCl; 10mM
EDTA 20mM; Tris-HCL pH8; e 1% de SDS) além de 20uL de Proteinase K (150mg/uL). Os
mosquitos foram macerados individualmente com ponteiras de 200 ul. com suas pontas
queimadas e seladas para facilitar a agdo da solugéo de lise utilizada no protocolo de extragéo.
As amostras foram incubadas a 60°C em estufa por um periodo de 18 horas (overnight). Apos
0 periodo de incubagdo, 420uL de NaCl a 5M foi adicionado em cada uma das amostras
processadas, seguida de homogeneizacdo em vortex por 30 segundos e logo em sequéncia
foram centrifugadas a 14.500 rpm por 20 minutos. Todo sobrenadante resultante foi
transferido para novos tubos, onde um volume igual de isopropanol absoluto resfriado foi
adicionado em cada uma das amostras. Os microtubos foram incubados a uma temperatura
constante de -20°C durante uma hora, seguidas de centrifugacdo do material a 14.500 rpm por
20 minutos. O sobrenadante foi descartado, sendo adicionado em sequéncia 300uL de etanol
70%. As amostras foram novamente centrifugadas por cinco minutos e o sobrenadante foi
descartado. A secagem ocorreu por inversao dos tubos com tampas abertas sobre superficie
coberta e protegida.
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Todas as amostras foram quantificadas por espectrofotometria Nanodrop® ND-2000
(Nanodrop Technologies, DE, USA), a fim de realizar uma padronizacdo das amostras a
30ng/uL para subsequentes analises moleculares.

3.4 Verificacdo da qualidade do DNA gendmico através do gene constitutivo
citocromo oxidase subunidade I (COI)

Todas as amostras quantificadas e analisadas quanto a pureza em espectrofotémetro
seguiram para verificacdo da qualidade do DNA extraido através da confeccdo de uma reagédo
em cadeia de polimerase (PCR) baseado no gene mitocondrial COl, considerado “Barcoding”
para identificacdo de mosquitos (KUMAR et al., 2007). A reacdo de PCR foi realizada
utilizando os oligoiniciadores Col F (-5’ GGATTTGGAAATTGATTAGTTCCTT-3") e Col R
(-5’AAAAATTTTAATTCCAGTTGGAACAGC-3’). As reacdes foram desenvolvidas com
volume final de 12,5ul, contendo 1x PCR tampéo, 2,5mM MgCl,, 0,2mM de cada dNTPs,
0,5mM de cada primer e 1U Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®). Em relacdo as
condicGes de termociclagem para essa andlise, foi especificado 94°C por 3 minutos a fim de
atingir temperatura inicial de desnaturacao, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos e extens&o final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampédo TAE 1x, com marcador de massa molecular DNA Ladder 1kb Plus (Invitrogen®).
A corrida eletroforética em cuba horizontal foi padronizada com uma duragdo de 50 minutos a
75 volts.

Em seguida, os géis foram corados por imersdo em brometo de etidio e visualizados
sob luz ultravioleta em fotodocumentador L-PIX Touch (Loccus Biotecnologia).

3.5 Ensaio de Triplex gPCR para deteccéo de fonte alimentar de Culex sp.

A identificacdo da fonte alimentar das fémeas ingurgitadas utilizadas no estudo foi
realizada atraves de ensaios gPCR HRM Triplex desenvolvido por Vilela (2019). As fontes
alimentares avaliadas foram Canis familiaris, Homo sapiens sapiens e Gallus gallus.

O ensaio de gPCR HRM para a detec¢do simultanea da fonte alimentar de cada uma das
fémeas ingurgitadas testadas foram: 1x tampdo Meltdoctor®, 4mM de oligoiniciadores
sintetizados com alvo no gene cyt b de canideos (Canis familiaris), 4mM de oligoiniciadores
para humanos (Homo sapiens sapiens) e 0,6mM de oligoiniciadores de galinaceos (Gallus
gallus), como mostrado na Tabela 3. As condig¢des de termociclagem foram, respectivamente,
95°C por 10 minutos, 95°C por 15 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos
durante 40 ciclos, 72C ° por 10 minutos.

Tabela 3: Oligoiniciadores das espécies Canis familiaris, Gallus gallus e Homo sapiens sapiens
detectadas através da reacdo de High Resolution Melting qPCR para distin¢do das fontes alimentares
das fémeas do género Culex utilizadas no estudo.

Espécie Senso Anti-senso Pb TM

C. familiaris CCGGATCCAACAACCCTTCA GGGTTTGCAGGGGTGTAGTT 175 ~77,6°C
G. gallus GGGACACCCTCCCCCTTAATGACA GGAGGGCTGGAAGAAGGAGTG 266 ~79,5°C
H. sapiens ~ AACTTCGGCTCACTCCTTGG CCCGATGTGTAGGAAGAGGC 204 ~82,5°C
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3.6  Padronizacgdo de ensaio de PCR convencional para deteccdo de Avipoxvirus em
Culex sp.

3.6.1 Selecdo dos oligonucleotideos iniciadores

Um par de oligonucleotideos foi selecionado para deteccdo do género Avipoxvirus
baseado na sequéncia do gene p4b que codifica a proteina do nucleocapsideo viral como visto
na Tabela 4. A PCR amplifica um produto de 578 pb para deteccdo do género Avipoxvirus.
Estes primers sdo amplamente difundidos e utilizados para detec¢cdo molecular e diagndstico
de Avipoxvirus (BINNS et al., 1989; LEE & LEE, 1997).

Tabela 4: Oligoiniciadores selecionados para serem utilizados na PCR convencional para deteccao de
Avipoxvirus em fémeas ingurgitadas do género Culex.

Primers Sequéncia 5> —» 3’ Fragmento Referéncias
pdb F CAGCAGGTGCTAAACAACAA 578 pb Lee & Lee, 1997
pdb R CGGTAGCTTAACGCCGAATA 578 pb Lee & Lee, 1997

3.6.2 Obtencao dos controles positivos de Avipoxvirus

O controle positivo foi obtido a partir do DNA total extraido da vacina liofilizada
Bouba Aviaria Suave Biovet®. As aliquotas do contetdo vacinal foram ressuspendidas em
Tampdo Fosfato Salina Estéril 1x (PBS 1x) pH 7,2 e extraidas através do kit Invitrogen™
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit. Todas as aliquotas extraidas foram quantificadas por
espectrofotometria Nanodrop® ND-2000 (Nanodrop Technologies, DE, USA), padronizadas
em uma concentragdo de 30ng/uL de DNA total para as analises moleculares.

3.6.3 Otimizacdo da concentracdo de oligonucleotideos iniciadores

Esse ensaio foi realizado utilizando concentrac@es distintas dos primers selecionados
para padronizacdo da reacdo, a fim de verificar concentracdo dos primers que resulte no
melhor limite de deteccdo e na auséncia de reacbes inespecificas. Os valores das
concentracdes de primers testados foram 0,4mM, 0,6mM e 0,8mM. A reacdo teve volume
final 12uL, contendo: 1x PCR buffer (10mM Tris-HCI; pH=8,3; 50mM KCI) (Invitrogen®),
1,5mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2 50 mM, Invitrogen®), 0,2mM de cada nucleotideo
(dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100mM Invitrogen®), valores distintos dos primers, 1,2U de
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) e 1,5uL de DNA total dos controles positivos a
30ng/pL. As condicdes de termociclagem foram as seguintes: 94°C por 2 minutos; 35
ciclos de 94°C por 60 segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por 60 segundos e a extensdo
final a 72°C por 2 minutos. Para avaliagdo em gel de agarose, foi utilizado marcador de massa
molecular DNA Ladder 1kb Plus (Invitrogen®) para verificar o tamanho do produto
amplificado. O gel foi corado por imersdo em brometo de etidio e visualizado por
fotodocumentador L-P1X Touch (Loccus Biotecnologia).

3.6.4 Limite de deteccédo do Ensaio de PCR convencional

O limite de detecgdo dos ensaios de PCR convencional para deteccdo do Avipoxvirus
foi determinado de acordo com diluicbes decimais seriadas realizadas em triplicata das
aliquotas extraidas do controle positivo. O niimero de cépias variou de 10° (um milh&o) a 10
(zero) em oito diluicbes separadas realizadas para posterior avaliacdo. O volume final da
reagdo foi de 12ul, contendo: 1x PCR buffer (10mM Tris-HCI; pH=8,3; 50mM KCI)
(Invitrogen®), 1,5mM de Cloreto de Magnésio (MgCI2 50 mM, Invitrogen®), 0,2mM de
cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-100mM Invitrogen®), 0,8mM dos
oligonucleotideos iniciadores, 1,2U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen®) e 1,5uL
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de DNA total a 30ng/uL. As condicdes de termociclagem e eletroforese foram as mesmas
descritas no item 3.6.3.

3.6.5 Amplificacéo de Avipoxvirus pela PCR convencional

Apos os testes de desempenho da PCR convencional a fim de se obter melhores
condicdes para padronizacdo da técnica, todas as amostras extraidas de fémeas ingurgitadas
foram analisadas para deteccdo do Avipoxvirus no aparelho ProFlex™ 96-well PCR System
(ThermoFisher Scientific, MA, USA), com volume final da de 12uL, contendo: 1x PCR
buffer (L0mM Tris-HCI; pH=8,3; 50mM KCI) (Invitrogen®), 1,5mM de Cloreto de Magnésio
(MgCI2 50 mM, Invitrogen®), 0,2mM de cada nucleotideo (dATP, dGTP, dTTP e dCTP-
100mM Invitrogen®), 0,4mM dos oligonucleotideos iniciadores, 1,2U de Platinum Tag DNA
Polimerase (Invitrogen®) e 1,5uL de DNA total a 30ng/uL. As condi¢bes de termociclagem
foram as mesmas descritas nas andlises anteriores, seguidas de avaliacdo através de gel de
agarose a 2%.

3.6.6 Purificacdo dos produtos de PCR convencional com alvo no gene p4b

Os produtos cuja amplificagdo ocorreu na altura esperada com alvo no gene p4b
através dos ensaios de PCR convencional e observados em gel de eletroforese foram
purificados a partir do Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega™)
seguindo recomendacdes do fabricante para purificacdo de amplicons totais.

3.6.7 Sequenciamento e alinhamento das sequéncias

O sequenciamento das amostras positivas foi realizado na Rede de Plataformas
Tecnologicas - Fiocruz VPPCB/RJ com a utilizacdo do equipamento Sequenciador de DNA
Applied Biosystems 3730XL de 96 capilares. As qualidades das sequéncias foram analisadas
no software CLC Main Workbench Version 7.2 (Qiagen: CLC bio) através da avaliacdo do
eletroesferograma. Os “contigs” foram montados no mesmo programa ¢ a similaridade de
cada sequéncia foi obtida através de uma busca inicial por meio da ferramenta BLAST
disponivel no endereco eletrénico https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.

3.6.8 Andlise Filogenética

As reconstrucbes filogenéticas foram realizadas usando um conjunto de dados
contendo sequéncias do gene pb4 obtidas neste estudo e um conjunto de dados de 347
sequéncias disponiveis no GenBank. Como grupo externo foram escolhidas sequéncias de
Squirrelpoxvirus (NC0225631), Cowpoxvirus (LT9932261), Sheeppoxvirus (MN0726311) e
Goatpoxvirus (MN0726231), também obtidas na base de dados do GenBank. As sequéncias
foram alinhadas no software MAFFT com opg¢Oes padrdo e, em seguida, inspecionadas
visualmente (KATOH et al., 2017). Apos a remogéo de posicdes desalinhadas com GBlocks
de acordo com Talavera & Castresana (2007), uma matriz de sequéncias curadas foi obtida. A
inferéncia da filogenia de Avipoxivirus foi realizada utilizando o método de Méaxima
Verossimilhanga (ML). Para determinagdo do melhor modelo de substituigéo foi utilizado o
software JmodelTest implementado no MEGA7 (KUMAR et al., 2016). Os valores de
bootstrap dos clados foram avaliados usando o critério de auto-convergéncia RaxML com 0s
melhores valores de pseudo-réplicas (STAMATAKIS, 2014).

3.7 Construcao do mapa de calor (Mapa de Kernel)

A analise espacial foi realizada através das coordenadas geogréaficas das armadilhas
coletadas através do software Google Earth e o georreferenciamento foi realizado atraves do
software Terraview 4.2. O mapa de Kernel foi construido com base em estudo anterior de
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Senne et al. (2021) a fim de se determinar o comportamento de circulagcdo de Culex sp. com
DNA de Avipoxvirus, tragando a intensidade de espécimes considerados positivos em cada
armadilha posicionada no mapa, a fim de se obter um panorama de intensidade nos bairros
estudados do municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

3.8 Analise Estatistica

A frequéncia de Avipoxvirus em Culex sp capturados nos bairros de Campo Lindo,
Valdo das Lougas e Sdo Miguel no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro foi
comparado através do teste de Qui-quadrado admitindo um erro de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Mosquitos coletados e identificacdo morfoldgica
Durante todo o periodo de coleta nos bairros de Campo Lindo, Valdo das Lougas e Séo

Miguel no municipio de Seropedica, estado do Rio de Janeiro, entre agosto de 2016 a julho de
2017 foram coletados 2839 mosquitos, identificados como pertencentes aos géneros Culex,
Aedes e Anopheles. Dos espécimes coletados, pertencentes ao género Culex (Figuras 7 a 8)
compreenderam 96,23% (2732) do total, seguido de Aedes 2,46% (70) e Anopheles 1.30%
(37), todos coletados em é&reas rurais e periurbanas no municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro (Figura 6).

Figura 6: Numero de machos e fémeas de mosquitos dos géneros Culex, Aedes e Anopheles coletados
em areas rurais e periurbanas no municipio de Seropédica, RJ.
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Mosquitos do género Aedes e Anopheles foram identificados pelo grupo de pesquisa
do Laboratdrio de Sanidade Avicola (LASAVE) com base nos critérios de chaves dicotbmicas
presentes na literatura por Forattini (2002) e Berlin & Belkin (1969).
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Figura 7: Espécime macho de Culex sp. clarificado com solucdo de Hidroxido de Potassio 10%
observado através de lupa. Escala: 5 mm. Fonte: Arquivo pessoal.

0 Z.omm
Figura 8: Aparelho genital externo de espécimes fémea (A) e macho (B) de Culex sp. clarificados
com solucdo de Hidroxido de Potassio 10% observados através de lupa. Escala: 2,5 mm. Fonte:
Arquivo pessoal.
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Figura 9: Aparelho genital externo de macho identificado como pertencente a espécie Culex
quinguefasciatus processado e montado em laminula sobre 1amina, visto através de microscopia dptica
com aumento de 100x. Escala: 0.2mm. Fonte: Arquivo pessoal.

4.2  Verificacdo da qualidade do DNA gendmico através do gene constitutivo
citocromo oxidase subunidade I (COI)

Seguidamente da extracdo de DNA fazendo uso da técnica “Salting out”, todas as
amostras foram submetidas a um esnsaio de PCR convencional com base no gene
mitocondrial COI como marcador molecular, com a finalidade de verificar a qualidade do
DNA total obtido ap6s o protocolo de extracdo de DNA (Figura 10).

Todas as amostras que tiveram sua amplificacdo confirmada através do gel de agarose
foram selecionadas para as analises de PCR convencional para consequente deteccdo de
Avipoxvirus.
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Ladder 01 02

Figura 10: Gel de agarose 1,5% corado em brometo de etidio mostrando produtos de 678 pb
amplificados em PCR convencional com alvo no gene constitutivo COIl das amostras de DNA
extraidas das fémeas ingurgitadas de Culex. sp. Na ordem esquerda para direita: Padrdo de Peso
Molecular, Amostras 01, 02, 03, 04, 05, Controle negativo (C-), 06, 07, 08, 09 e 10.

4.3 Ensaio de Triplex gPCR para deteccéo de fonte alimentar de Culex sp.

Foram avaliadas as amostras individuais das fémeas ingurgitadas avaliadas nesse estudo
através do ensaio de PCR em tempo real padronizada por Vilela (2019) a fim de verificar a
fonte alimentar. Os resultados desse ensaio mostram uma maior taxa de mosquitos
alimentadas com sangue de Gallus gallus entre as trés espécies testadas, compreendendo um
total de 92% (276/300) dos mosquitos testados (Figura 11), sendo estes encontrados em sua
maioria nas areas rurais de coleta do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. Em segundo
lugar, Culex sp. alimentados com sangue de Homo sapiens sapiens, com um total de 72%
(216/300), seguido de 121/300 (40,3%) do total de espécimes alimentados com sangue de
Canis familiaris.

As taxas de coalimentacdo puderam ser avaliadas (Figura 12) do total de fémeas
ingurgitadas pesquisadas, apresentando um total de 0,67% (2/300) de espécimes positivos
para sangue de Gallus gallus e Canis familiaris, simultaneamente; 2,34% (7/300) de
espécimes positivos para sangue de Canis familiaris e Homo sapiens sapiens,
simultaneamente e 31,66% (95/300) para sangue de Gallus gallus e Homo sapiens sapiens
simultaneamente. Culex sp. que se apresentaram positivos para todas as trés fontes
pesquisadas na andlise molecular apresentaram a maior taxa de coalimentacdo,
compreendendo 37% (111/300) dos espécimes testados.
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Figura 11: Relacdo de fémeas ingurgitadas de Culex sp. alimentadas com sangue das espécies Canis
familiaris, Homo sapiens sapiens e Gallus gallus avaliadas através da técnica de High Resolution
Melting gPCR.
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Figura 12: Taxas de coalimentagdo de fémeas ingurgitadas de Culex sp. alimentadas com sangue das
espécies Canis familiaris, Homo sapiens sapiens e Gallus gallus avaliadas através da técnica de High
Resolution Melting gPCR.

120
y 100 —
3
S g 8 B Can+Gal
o ©
o2 M Can+Hum
85 o — -
Q£
€ = [ Gal+Hum
@ 40 —
3 [ Can+Gal+Hum
% 20 —

0 [

Taxa de Coalimentagao

4.4 Otimizacdo da concentracdo de oligonucleotideos iniciadores e ensaio de limite
de deteccdo da PCR convencional com alvo no gene p4b de Avipoxvirus

A otimizagdo da concentragdo dos primers utilizados no PCR convencional tendo
como alvo o gene p4b foi realizada a fim de diminuir a quantidade de dimeros oriundos das
ligages inespecificas que ocorrem naturalmente durante a amplificagdo in vitro e também
para a otimizagdo do limite de deteccdo da técnica de PCR.

Como resultado, foi observado que a concentragdo de 0,4mM se mostrou suficiente e
eficaz em amplificar nimero menor de copias quando comparado as outras concentragdes
testadas durante os testes de Limite de Deteccéo realizados (Figuras 13 e 14).

O limite de deteccdo do PCR convencional utilizando como base protocolo
modificado publicado por Lee & Lee (1987) para o p4b foi de 100 copias de DNA gendmico,
mostrando-se capaz de ser reproduzido mesmo em amostras com poucos alvos, sendo
visualizados facilmente em gel de agarose na altura de 578 pb ap6s amplificacéo.

Esses resultados mostraram-se satisfatorios, porém, outros testes a fim de aprimorar
ainda mais a deteccdo do patdgeno em amostras com numero menor de copias foram

realizados, sem melhores resultados.
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Figura 13: Gel de agarose 2% corado em brometo de etidio com produtos da amplificacdo do
primeiro ensaio de limite de detecc¢do utilizando concentracdo de 0,8mM de oligonucleotideos
iniciadores com alvo no gene p4b com diluigdes seriadas de material genético total oriundo de vacina
comercial. Na ordem esquerda para direita: Diluicdo 10°, diluicdo 10° diluicdo 10° diluicdo 10°
diluicdo 107, diluigdo 10, diluicfo 10° e diluigio 10™.

Figura 14: Gel de agarose 2% corado em brometo de etidio com produtos da amplificacdo do ensaio
de limite de deteccdo juntamente com ensaio de concentracdo de oligonucleotideos utilizando
concentracdo de 0,4, 0,6 e 0,8mM de oligonucleotideos iniciadores com alvo no gene p4b com
diluicBes seriadas de material genético total oriundo de vacina comercial. Na ordem esquerda para
direita fileira superior do gel: Concentracdo de 0,4mM em Diluicdo 10° diluicdo 10° diluicdo 10°
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diluicdo 10° diluicdo 10? diluicdo 10", diluicdo 10° e diluicdo 10™. Concentragdo de 0,6mM em
Diluicéo 10° diluicdo 10°, diluicdo 10*, diluicdo 10°, diluicdo 10% diluicdo 10", diluicdo 10° e diluicdo
10™. Fileira inferior do gel: Concentracdo de 0,8mM em Diluicdo 10°, diluicdo 10°, diluicdo 10%
diluicdo 10°, diluigdo 107, diluicdo 10, diluicdo 10° e diluigdo 10

4.5 Amplificacdo do gene p4b de Avipoxvirus pela PCR convencional

Para esse estudo, foram testadas amostras individuais de 300 fémeas identificadas
como pertencentes ao género Culex sp. sabidamente alimentadas com sangue de Gallus
gallus. Do total de amostras avaliadas, 13,66% (41/300) foi considerado positivo para
Avipoxvirus, conforme indicado no Anexo | e nas Figuras 15 a 17.

Figura 15: Gel de agarose 2% corado em brometo de etidio com produtos da amplificacdo da reacao
do dia 20/10/2020. Na ordem esquerda para direita fileira superior do gel: Poco 1 Padrdo de Peso
Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Pogo 3 Controle Negativo (C-); Poco 5, amostra 66
positiva para Avipoxvirus; Pocos 8 e 9, amostras 69 e 20, respectivamente positivas para Avipoxvirus.
Poco 15, amostra 76 positiva. Pogos 4, 6, 7, 10, 11, 12, 13, 14 e 16 amostras negativas. Fileira inferior
do gel: Poco 1 Padrdo de Peso Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Pocos 3 e 4, amostras 78 e
79, respectivamente positivas para Avipoxvirus. Poco 8, amostra 83 positiva; Po¢o 10, amostra 85
positiva; Poco 13, amostra 88 positiva para Avipoxvirus. Pogos 5, 6, 7, 9, 11, 12 e 14 compreendem
amostras negativas.
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Figura 16: Gel de agarose 2% corado em brometo de etidio com produtos da amplificacdo da reacao 1
do dia 28/10/2020. Na ordem esquerda para direita fileira superior do gel: Pogo 1 Padrdo de Peso
Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Poco 3 Controle Negativo (C-); Poco 15, amostra 162
positiva para Avipoxvirus; Pocos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 16 amostras negativas. Fileira
inferior do gel: Pogo 1 Padrdo de Peso Molecular; Poco 2 Controle Positivo (C+); Pogo 13, amostra
185 positiva. Pogo 15, amostra 187 positiva; Pogos 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 14 amostras negativas. Fileira
inferior do gel: Poco 1 Padrdo de Peso Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Pocos 4, amostra
164 positiva para Avipoxvirus; Poco 9, amostra 169 positiva; Poco 12, amostra 172 positiva; Poco 14
amostra 174 positiva para Avipoxvirus. Pogos 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13 e 15 compreendem amostras
negativas.
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Figura 17: Gel de agarose 2% corado em brometo de etidio com produtos da amplificacdo da reacdo 2
do dia 28/10/2020. Na ordem esquerda para direita fileira superior do gel: Poco 1 Padrdo de Peso
Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Poco 3 Controle Negativo (C-); Pogo 4, amostra 176
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positiva para Avipoxvirus; Pogo 11, amostra 183 positiva para Avipoxvirus. Pogo 13, amostra 185
positiva. Poco 15, amostra 187 positiva; Pocos 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 14 amostras negativas. Fileira
inferior do gel: Pogo 1 Padrdo de Peso Molecular; Poco 2 Controle Positivo (C+); Pogo 13, amostra
185 positiva. Poco 15, amostra 187 positiva; Pogos 6, 7, 8, 9, 10, 12 e 14 amostras negativas. Fileira
inferior do gel: Poco 1 Padrdo de Peso Molecular; Pogo 2 Controle Positivo (C+); Pogos 6 e 7, amostra
191 e 192 respectivamente positivas para Avipoxvirus; Poco 15, amostra 200 positiva; Pocos 3, 4, 5, 8,
9, 10, 11, 12, 13 e 14 compreendem amostras negativas.

Um total de 13,66% (41/300) das amostras individuais de fémeas testadas nesse estudo
apresentaram-se positivas na reacdo de deteccdo de Avipoxvirus, e sua distribuicdo espacial
pode ser vista através do mapa de Kernel disposto na Figura 18.

Os mosquitos foram capturados em trés bairros no municipio de Seropédica: Campo
Lindo (area periurbana), Valdo das Lougcas (area rural) e Sdo Miguel (area rural). No bairro de
Campo Lindo foram analisados para a presencga de Avipoxvirus 154 Culex sp., em Valdo das
Loucas foram analisados 50 e Sdo Miguel 96. O percentual de Culex sp. positivos na PCR
para Avipoxvirus em Campo lindo foi de 13,63% (21/154), 12% (6/50) em Valdo das Loucas e
16,67% (16/96) em Sao Miguel (Tabela 5). Ndo houve diferenca significativa na frequéncia
de Avipoxvirus em Culex sp. entre os bairros analisados (p>0,05).

Culex sp. positivos para Avipoxvirus

0a10
B 11a20
I 21230

o] 5 10 km
b 4 y

Figura 18: Mapa de Kernel demonstrando areas de maior taxa de DNA por Avipoxvirus em Culex sp.
avaliados no estudo. Areas mais alaranjadas revelam locais de maior risco de ocorréncia da Bouba
Auviéria.

Tabela 5: Relacdo das amostras positivas para Avipoxvirus em PCR convencional em relacdo ao
bairro de coleta, tipo de zona e fonte alimentar.

Am(_)s'tras Bairro Zona Fontg Al. Fonte Al. Font~e Al.
positivas Galinaceos Humanos Cao
A45 Campo Lindo Periurbana + - -
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Tabela 5 - Continuagéo

Amostras
positivas

AS57
AB9
AT6
AT8
A83
A85
A88
A94
A100
Al139

Al42
Al44
Al162
Al64
Al169
Al72
Al74
Al76
A183

Al185

Bairro
Campo Lindo
Séo Miguel
Séo Miguel
Valdo das Loucas
Sao Miguel
Valdo das Loucas
Sao Miguel
Valdo das Loucas
Sao Miguel
Valdo das Loucas
Séo Miguel
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo
Valdo das Loucas
Campo Lindo

Campo Lindo

Zona

Periurbana

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Rural

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Rural

Periurbana

Periurbana

Fonte Al.
Galinaceos

+

Fonte Al.
Humanos

+

Fonte Al.

Cao

+
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Tabela 5 — Continuagdo

Amostras
positivas

Al191

Al192

A200

A204

A208

A217

A220

A221

A226

A227

A228

A240

A244

A249

A261

A262

A283

A286
A296

Bairro
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo
Campo Lindo

Valdo das Loucas

Campo Lindo
Sao Miguel
Campo Lindo
Campo Lindo
Séo Miguel
Campo Lindo
Sao Miguel
Séo Miguel
Sé&o Miguel
Campo Lindo
Sao Miguel
Sé&o Miguel

Campo Lindo

Sé&o Miguel

Zona

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Periurbana

Rural

Periurbana

Rural

Periurbana

Periurbana

Rural

Periurbana

Rural

Rural

Rural

Periurbana

Rural

Rural

Periurbana

Rural

Fonte Al.
Galinaceos

+

Fonte Al.
Humanos

+

Fonte Al.
Cao
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4.6 Analise do Sequenciamento de Amostras positivas para Avipoxvirus

Para melhor estabelecer a identidade e a filogenia dos Avipoxvirus obtidos de Culex
sp., 0 gene pb4 foi sequenciado e analisado atraves da ferramenta BLASTn. Um total de 15
amostras (seis positivas em Campo Lindo, seis positivas em Valdo das Lougas e trés positivas
em Sdo Miguel) foram selecionadas conforme o padrdo de banda apresentado apos a
amplificagdo pela PCR com alvo no gene p4b, a fim de garantir a qualidade do
sequenciamento, além de maior representatividade das regifes de coleta desse estudo.
Entretanto, cinco amostras enviadas para sequenciamento ndo demonstraram boa qualidade, e,
portanto, foram retiradas da analise filogenética. As dez sequéncias utilizadas nesse estudo
compreenderam cinco amostras oriundas do bairro de Valdo das Lougas (A78, A85, A%4,
Al176 e A208) e cinco amostras do bairro Campo Lindo (A57, A69, A45, A192 e Al87), e
foram alinhadas e comparadas a outras sequéncias disponiveis no GenBank, tendo como base
a analise inicial realizada por Gyuranecz et al. (2013), Jarmin et al. (2006) e Manarolla et al.
(2010) para reconstrucdo da arvore filogenética baseada no gene pb4. A anélise contou com
347 sequéncias disponiveis no GenBank (Anexo 2) com base no método de maxima
verossimilhanca e demonstrou a presenca de dois clados, agrupando os subclados Al a A7 e
Bl a B3. Os grupos externos utilizados nesse estudo compreenderam sequéncias de
Squirrelpoxvirus, Cowpoxvirus, Sheeppoxvirus e Goatpoxvirus. A construcdo da arvore
definitiva (Figura 19) foi baseada no estudo realizado por Chacén et al. (2020), onde 53
sequéncias disponiveis no GenBank pertencentes aos subclados Al ao A7, B1 ao B3 e ao
clado C foram comparadas as amostras isoladas neste estudo (Figura 19).

O sequenciamento das amostras selecionadas neste trabalho tendo como alvo o gene
pb4 resultou em identidade de 99% para Fowlpoxvirus em 100% das amostras avaliadas,
sendo todas estas agrupadas dentro do clado A, subclado Al, assim como diversas outras
sequéncias globais analisadas e isoladas de aves (Estados Unidos, Brasil, Austria, Canada,
China, Hungria, Alemanha, Tanzania, Ird, Hungria, Italia, Egito, Iraque e Reino Unido).

A distancia evolutiva média global do gene p4b de Avipoxivirus foi de 0,0048+0,0014
na regido estudada. A distancia evolutiva entre as sequéncias de Avipoxvirus de mosquitos
coletados em areas rurais e periurbanas foi de 0,0047+0,0013. Quando a distancia evolutiva
foi comparada dentro de cada area avaliada, observou-se na éarea rural um valor de
0,0061+0,0021 e na &rea periurbana um valor de 0,0038+0,0016 (Tabela 6).
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DQ131899 Cardinalis cardinalis USA
DQ131896 Haemorhous mexicanus USA
DQ131901 Buteo jamaicensis USA
DQ131898 Ardea herodias USA
DQ131893 Corvus brachyrhynchos USA
HM627220 Passer domesticus Morocco
96| KC018066 Otis tarda Hungary
HQ875129 Phoenicopterus ruber Portugal
KC018065 Sturnus vulgaris USA
KC018063 Sturnus vulgaris USA
HM627232 Carduelis chloris Spain
HM627227 Loxia curvirostra Spain
KC018058 Aquila chrysaetos Spain
KC018015 Serinus canaria USA
EF568381 Loxioides bailleui USA
KC017989 Falco vespertinus Hungary
100 KC017988 Falco peregrinus Hungary
10 AY530306 Falco sp. United Arab Emirates
KC018000 Zenaida macroura USA
4 KC017997 Zenaida macroura USA
KC018001 Columba livia USA
KC017999 Zenaida macroura USA
KC018002 Branta canadensis USA
KC017993 Aythya americana USA
KC017995 Cygnus buccinator USA
KC017996 Aix sponsa USA
KC017991 Anas fulvigula USA
KC017990 Cygnus buccinator USA
HQ441566 Spilornis cheela Taiwan
KC018010 Milvus milvus Spain

100) 31

KC018008 Accipiter gentilis Hungary

¢ r KC017983 Bubo bubo South Korea

sir KC017986 Phoebastria immutabilis USA

5‘KCO17985 Uria aalge USA

ag\M050376 Gallus gallus United Arab Emirates
KC017987 Spheniscus magellanicus Argentina

o DQ873809 Coturnix sp. India

KC017976 Hieraaetus pennatus Spain

KC017971 Columba livia Hungary

New lineages ‘ool HM627224 Burhinus oedicnemus Spain
KC821559 Columba guinea South Africa

Sample02 Culex sp. Brazil

Sample20 Culex sp. Brazil %

100]| KM974727 Gallus gallus Portugal

MK651852 Gallus gallus Brazil

MK651851 Gallus gallus Brazil

KT372863 Gallus gallus Singapore

KP987214 Gallus gallus Nigeria

Sample12 Culex sp. Brazil m

KR534326 Meleagris gallopavo Egypt

Sample11 Culex sp. Brazil

Sample03 Culex sp. Brazil %
KU522210 Meleagris gallopavo Iran

- Sample10 Culex sp. Brazil

61

8

3

Sample19 Culex sp. Brazil
 Sample21 Culex sp. Brazil
1
Sample01 Culex sp. Brazil

i Sample06 Culex sp. Brazil

AY530311 Agapornis sp. Germany
AM050382 Gallus gallus United Kingdom
AM050383 Gallus gallus United Kingdom

0.08

Figura 19: Arvore filogenética derivada das sequéncias do gene p4b isolados nesse estudo Os
grupos externos compreenderam sequéncias de Squirrelpoxvirus, Cowpoxvirus, Sheeppoxvirus

e Goatpoxvirus. Escala indica nimero de substituicdes de nucleotideos per site.
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Tabela 6 - Distancia evolutiva entre sequéncias do gene p4b que codifica para proteina do nucleocapsideo de Avipoxvirus obtidos das amostras

de Culex sp. no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Amostra n01-1s (A78) VL
Amostra n02-1s (A85) VL  0.0038
Amostra n03-1s (A94) VL  0.0019 0.0019
Amostra n10-2s (A57) CL  0.0076 0.0076 0.0057
Amostra n11-2s (A69) CL  0.0019 0.0019 0.0000 0.0057
Amostra n12-2s (A45) CL  0.0019 0.0019 0.0000 0.0057 0.0000
Amostra n16-2s (A192) CL  0.0000 0.0038 0.0019 0.0076 0.0019 0.0019
Amostra n19-2s (A187) CL  0.0038 0.0038 0.0019 0.0076 0.0019 0.0019 0.0038
Amostra n20-2s (A176) VL 0.0038 0.0038 0.0019 0.0076 0.0019 0.0019 0.0038 0.0038
Amostra n21-2s (A208) VL 0.0115 0.0115 0.0095 0.0154 0.0095 0.0095 0.0115 0.0115 0.0115
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5. DISCUSSAO

De um modo geral, sdo grandes as diferencas estruturais entre o0s bairros estudados no
que se diz respeito as condicBes geograficas. S&o Miguel e Valdo das Lougas correspondem
areas de mata preservada, alem de possuirem grande variedade da fauna silvestre. Ja a regido
de Campo Lindo compreende uma &rea de pouca vegetacdo, elevada antropizacéo e, por
consequéncia, pouca atividade de aves silvestres que podem estar servindo como reservatorios
(SAIF, E. & EL-BALLAL, S. S., 1997).

Nesse estudo, a técnica de “High Resolution Melting” qPCR para deteccdo da fonte
alimentar se mostrou eficaz e pdde ser realizada em intervalos longos ap6s a coleta dos
mosquitos e consequente extracdo do material genético. Em relagéo a avaliacdo da preferéncia
alimentar analisada através da técnica, a maioria das fémeas de Culex sp. coletadas foram
consideradas positivas para sangue de galinaceos; em segundo lugar, positivas para sangue de
humanos, e por dltimo, sangue de canideos. Estes dados corroboram com os resultados
obtidos com diversos autores na literatura que potencializam a predilecdo ornitofilica de
mosquitos classificados no género Culex (FORATTINI, 2002; DEMARI-SILVA et al., 2011,
REJON et al.,, 2018). Como ndo foi possivel realizar a identificagdo morfoldgica dos
espécimes de Culex sp. a nivel de espécie, ndo é possivel fazer correlagbes aprofundadas
acerca das preferéncias alimentares a nivel de espécie de culicideos. Mudancas no padréo de
comportamento alimentar de Culex sp. que se alimentaram de sangue humano podem ser
explicadas pelos processos de invasdo humana nas areas de vegetacdo mais densa, 0 que teria
facilitado o aumento da quantidade de dipteros na regido, além de inferir na adaptacdo do
vetor em areas urbanas e periurbanas (FORATTINI, 2002). O sangue de canideos foi testado
a fim de elucidar a relacdo préxima com humanos, o que pode favorecer o vetor a realizar
repasto sanguineo nessa espécie (C. familiaris) na auséncia da espécie de preferéncia.

A correlacdo de dados referentes ao repasto sanguineo de potenciais vetores como
mosquitos pertencentes ao género Culex é fundamental para melhor elucidar o papel desses
vetores na transmissdo de patdgenos de interesse veterinario como o Avipoxvirus, além de
aprimorar a abordagem de esquemas de medidas estratégicas para profilaxia e controle da
enfermidade (GOODMAN, 2018; FORATTINI, 2002). Nesse estudo, dados correlacionando
fonte alimentar como sangue de outros grandes grupos de aves ndo foram avaliados, desta
forma, quaisquer dados relacionados a correlacdo de positividade com a fonte alimentar
Gallus gallus sdo tendenciosos, servindo nesse estudo, portanto, como norte das reagdes de
deteccdo de Avipoxvirus.

Diversas regides do genoma dos Avipoxvirus foram estudadas para confec¢do de
primers que pudessem ser abrangentes a fim de realizar um melhor agrupamento e
classificacdo filogenética, entretanto, primers desenvolvidos baseados nos genes fpv140, gene
cnpvll13 e cnpvll4 foram incapazes de diferenciar clados e subclados em relacdo aos
hospedeiros que foram identificados com o sequenciamento realizado no gene p4b
(GYUNARECZ et al., 2013; JARMIN et al., 2006; MANAROLLA, et al. 2010). A fim de
estabelecer uma melhor classificacdo e reconstrugcdo da arvore filogenética através de 111
isolados de aves de diferentes regides do mundo, Gyunarecz et al. (2013) utilizaram
sequéncias de ambas as regides da DNA polimerase e regido 4b do core da proteina viral, que
providenciaram alinhamentos bastante semelhantes quando comparados simultaneamente. E
imprescindivel ressaltar que os oligonucleotideos iniciadores utilizados nesse estudo sdo
capazes de amplificar uma regido comum a todos os Avipoxvirus. (GYUNARECZ et al.,
2013; BINNS et al., 1989). Portanto, a deteccdo de Avipoxvirus nos quatro mosquitos cujo
sangue de galinaceos ndo foi detectado em técnica anterior a pesquisa do patégeno, pode ser
explicada pelo repasto sanguineo realizado em outras espécies de aves infectadas da regido.
Uma segunda hipotese estaria fundamentada na capacidade de replicacdo viral em estruturas
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do aparelho digestivo do proprio diptero, modificando seu papel de vetor mecanico para vetor
bioldgico relacionado a enfermidade.

Nesse estudo, 13,66% das amostras testadas (41/300) demonstraram positividade para
Avipoxvirus. Tal fato corrobora com o visto por Yeo et al. em 2019, que observaram
positividade de 2,60% (4/154) em pools de mosquitos coletados em areas onde ocorreram
surtos de Bouba Aviéria em Singapura, mostrando que a deteccdo em potenciais vetores é
possivel de ser realizada, podendo se tornar uma ferramenta importante de monitoramento da
circulagdo do patdgeno em areas onde a ocorréncia da enfermidade pode aumentar devido a
fatores climaticos, além de maiores esclarecimentos acerca da biologia dos vetores envolvidos
e medidas estratégicas de controle de vetores de interesse veterinario (YEO et al., 2019;
REJON et al., 2018).

Diferente de Yeo et al. (2019) e Lee et al. (2017), as testagens em fémeas ingurgitadas
nesse presente estudo ndo foram realizadas em areas onde sabidamente ocorriam surtos de
Bouba Aviaria, e nenhum caso da doenca foi observado ou registrado através de
sintomatologia clinica apresentada por aves ou relatado nos pontos de coleta pelos
proprietéarios, embora tenha sido detectada a presenca do agente etiolégico em consideravel
parcela das fémeas ingurgitadas de Culex sp. coletadas. Diante disso, fortalecemos a ideia de
DaMassa, que em 1966 realizou estudo experimental que demonstrou a persisténcia de
particulas virais estaveis e infectantes de Avipoxvirus por mais de 14 dias no interior da
proboscide do vetor, sendo capaz de ser transmitido a hospedeiros susceptiveis. E importante
ressaltar que a positividade presente nesse estudo pode ter sido influenciada por outras
espécies de aves que habitam a regido, justificando também a auséncia de manifestacdo
clinica em galinaceos oriundos das regides de coleta. Nesse trabalho, embora ndo tenham sido
realizadas analises experimentais para confirmagdo do potencial de vetoracdo das fémeas
selecionadas, a simples deteccdo através de técnicas moleculares realizadas para identificacdo
do agente etiolégico ja permitem a associacdo do mosquito como possivel transmissor do
virus, como relatado na literatura (YEO et al. 2019; DAMASSA, 1966).

Embora estudos de Yeo et al. (2019) e Lee et al. (2017) tenham selecionado pools de
mosquitos para realizar as analises moleculares, a deteccdo de Avipoxvirus em culicideos
realizada nesse estudo foi realizada de forma individualizada. A amostragem individual
mostrou-se suficiente em relacdo a quantidade total de DNA ap0s realizada a técnica de
extracdo modificada de Ayres et al. (2002), demonstrada pela quantificacdo através de
espectrofotometria e também através da verificacdo da qualidade do DNA gendmico tendo
como alvo o gene mitocondrial COl, que demonstrou boa qualidade de banda na altura
esperada (AYRES et al., 2002). Este protocolo de extracdo de DNA total foi selecionado
devido a eficiéncia de extracdo com qualidade e quantidade excepcional de DNA e excelente
custo-beneficio, anteriormente analisados e comparados pelo grupo de estudos do Laboratério
de Sanidade Avicola (LASAVE) em trabalhos ndo publicados.

Relatos na literatura cujo objetivo foi a deteccdo de Avipoxvirus em mosquitos séo
raros, mesmo apos a popularizacdo de ferramentas moleculares importantes como o PCR e 0
sequenciamento genético. Desta forma, sugerimos que o virus pode permanecer na probdscide
e parte das pecas bucais do mosquito, e que a sensibilidade das ferramentas moleculares pode
diminuir devido a degradacdo do DNA ocasionada pela digestdo do sangue do hospedeiro no
vetor, impedindo sua deteccdo caso a técnica ndo seja realizada de forma a preservar a
probdscide do mosquito. DaMassa (1966) em seus estudos experimentais, sugeriu que 0
mecanismo de transmissdo de Fowlpoxvirus por Culex tarsalis é extrinseco, sem envolver
multiplicacdo viral dentro do vetor, e que a possibilidade de infeccdo permanece por
aproximadamente duas semanas ap0s ingestdo de sangue de aves sabidamente infectadas.
Esses dados podem explicar poucos relatos na literatura que envolveram deteccdo de
Avipoxvirus por ferramentas moleculares em Culex sp.
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A analise filogenética do gene p4b nesse estudo demonstrou de forma consistente a
identificacdo e agrupamento das dez sequéncias avaliadas entre o subgrupo Al, dentro do
clado A, correspondentes aos Fowlpoxvirus. Estes resultados ja eram esperados, devido ao
clado A agrupar principalmente sequéncias oriundas de amostras de galinaceos, com grande
distribuicdo geografica ao redor do mundo em analises realizadas por publicacdes referéncias
de estudos globais como a de Gyuranecz et al. (2013), e principalmente por ter resultado
fidedigno com relacdo a testagem para deteccdo de sangue de galinaceos nas amostras de
Culex sp. utilizadas neste estudo (GYURANECZ et al., 2013.; JARMIN et al., 2006;
MANAROLLA et al., 2010).

Em estudo anterior de Jarmin et al. (2006), sugeriram a classificacdo de trés clados
genéticos distintos a partir do sequenciamento utilizando fragmentos amplificados de primers
propostos por Lee & Lee em 1997, mundialmente utilizados para diagndstico de Avipoxvirus
e baseados no gene p4b que codifica para proteina do nucleocapsideo. Na nova classificacdo
proposta pelo grupo, o clado A abriga os Fowlpoxvirus, o clado B os Canarypoxvirus e o C 0s
Psitaccinepoxvirus (JARMIN et al., 2006; LEE & LEE, 1997).

Slocombe et al. (2013), analisaram sequéncias oriundas da detec¢do de Avipoxvirus
através de oligonucleotideos iniciadores distintos dos propostos por Lee & Lee em 1997 de
lesGes de duas aves rosela vermelha (Platycercus elegans), que ndo se assemelhava a nenhum
poxvirus aviario descrito na literatura; desta forma, um novo clado D de Avipoxvirus foi
proposto, e associado somente a ave da regido estudada. (SLOCOMBE et al., 2013).

Relatos mais recentes para classificacdo e agrupamento de Avipoxvirus ao redor do
mundo, segregam cinco grandes clados, com grande numero de subclados relatados
(MANAROLLA et al. 2010; MAPACO et al., 2016, 2018). Seguindo essa nomenclatura e
classificagdo, foi possivel observar que os isolados oriundos desse estudo, quando
comparados com as sequéncias disponiveis no GenBank datadas no Anexo I, foram capazes
de se inserir de forma robusta no clado A, subclado Al. Outros isolados de aves oriundas dos
Estados Unidos, Brasil, Austria, Canada, China, Hungria, Alemanha, Tanzania, Ird, Hungria,
Italia, Egito, Iraque e Reino Unido também foram agrupadas nesse subclado. Também foi
possivel observar que os hospedeiros da ordem dos Galliformes foram majoritariamente
subagrupados no subclado Al, de forma similar a resultados publicados por Gyuranecz et
al., (2013), Jarmin et al., (2006) e Manarolla et al., (2010). Nesse estudo, ndo foi observado
especificidade no processo de infeccdo em funcdo do hospedeiro, conforme sugerido por
Gyuranecz et al. (2013), que relataram uma grande diversidade de espécies hospedeiras em
suas anélises.

O grande numero de sequéncias disponiveis no GenBank (347 sequéncias) utilizadas
para comparacao e confecgdo da arvore filogenética inicial e consequente analise filogenética
das sequéncias isoladas nesse estudo foi delimitada em virtude da baixa divergéncia genética
encontrada no gene p4b, que facilmente pode interferir na delimitacdo das espécies.
(GYURANECZ et al.,, 2013). Tal fato demonstra a importancia de se utilizar a maior
quantidade possivel de dados informativos para a identificagdo eficaz das espécies de
Avipoxvirus.

Quanto as distancias evolutivas calculadas, embora o bairro de Campo Lindo ter
liderado as taxas de amostras consideradas positivas para Avipoxvirus com um total de 7%
(21/300) de todas as amostras testadas, a maior distancia evolutiva do gene p4db de
Avipoxvirus das amostras sequenciadas foi observada nas amostras oriundas de areas rurais
(Valdo das Lougas) quando comparada a regido periurbana de Campo Lindo. Embora tal fato
possa mostrar a relagdo de adaptacdo do vetor em areas altamente antropizadas, sugere-se que
areas onde a antropizacdo € menor, maiores divergéncias genéticas estariam associadas
devido a maior interacdo e abundancia de espécies de hospedeiros encontradas nessas regides.
Giraudeau et al. (2014) demonstraram pela primeira vez que as maiores taxas de infeccéo por
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Avipoxvirus em tentilndes (Haemorhous mexicanus) foram em areas urbanas, onde as
atividades antropicas eram mais presentes.

De fato, pela primeira vez no Brasil, foi possivel reportar a presenca do subclado Al
em amostras oriundas de Culex sp. contendo DNA de Avipoxvirus, ressaltando sua
importancia vetorial e prejuizos econdmicos associados a criacdo do tipo subsisténcia no
Brasil.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a mais frequente fonte de repasto sanguineo por dipteros do género Culex
sp. compreendeu galinaceos, sendo esses, por sua vez, mais frequentes nos bairros rurais, com
vegetacdo mais densa e pouca intervencdo humana.

Foi possivel o desenvolvimento de uma técnica de PCR convencional eficaz e sensivel
para deteccdo de Avipoxvirus diretamente em mosquitos pertencentes ao género Culex sp.,
técnica esta reproduzida pela primeira vez em territorio brasileiro.

As divergéncias genéticas entre sequéncias isoladas de areas rurais, nesse estudo, se
mostraram maiores do que sequéncias isoladas das areas periurbanas do municipio de
Seropédica, Rio de Janeiro.

Pela primeira vez no Brasil, a presenca do subclado Al foi relatada em amostras oriundas
de Culex sp. contendo DNA de Avipoxvirus, confirmando o potencial de vetoracdo dos
Culicideos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A deteccdo do Avipoxvirus em mosquitos do género Culex sp. de importancia médica
veterinaria comprova a circulagdo do agente etioldgico e de potenciais vetores no municipio
de Seropédica. Esse estudo € pioneiro em deteccdo de Poxvirus Aviario diretamente em
potenciais vetores no Brasil, e pode contribuir intensamente com a literatura para
complementacdo de dados referentes a biologia do vetor e melhoria das técnicas de
monitoramento e de controle da Bouba Aviéria no Estado do Rio de Janeiro.

A presenca de aves domeésticas na regido devido as criacdes do tipo subsisténcia
influencia a manutencdo da densidade de dipteros do género, favorecendo surtos e
contribuindo para a permanéncia da enfermidade na regido estudada.

A padronizacdo de uma técnica de deteccdo de Avipoxvirus diretamente em vetores
mostrou-se eficiente em amostras com valores baixos de material genético viral, podendo ser
utilizada para estudos de monitoramento e de controle de transmissdo da enfermidade.

O sequenciamento genético para diferenciacdo das espécies de Culex sp. positivas para
Avipoxvirus nesse estudo sera realizado com alvo no gene Citocromo Oxidase | (COl) a fim
de viabilizar a publicacdo desse trabalho e melhor estabelecer as relaces hospedeiro-vetor na
regido estudada.
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9. ANEXOS
ANEXO I - Relagdo de amostras positivas para sangue de galinaceos no Triplex gPCR e
correlagdo com positivas para Avipoxvirus

NP Fonte PCR+ para
Amostra . Bairro Alimentar Deteccéo de
armadilha . .

Gallus gallus Avipoxvirus
A0l 8 CL N
AQ2 8 CL N
A03 9 CL N
A04 8 CL N N
A05 8 CL N
A06 8 CL N
A07 7 CL N
A08 7 CL N
A09 11 SM N
Al0 7 CL N
All 8 CL N
Al2 7 CL N
Al3 7 CL N
Al4 7 CL N
Al5 2 CL N
Al6 7 CL N
Al7 7 CL N
Al8 8 CL N
Al9 13 SM N
A20 6 CL N
A21 7 CL N
A22 7 CL N
A23 7 CL N
A24 7 CL N
A25 4 CL N
A26 7 CL N
A27 7 CL N
A28 7 CL N
A29 12 VL N
A30 7 CL N
A3l 4 CL N
A32 7 CL N
A33 8 CL N
A34 13 SM N
A35 7 CL N
A36 4 CL N
A37 11 VL N
A38 7 CL N
A39 7 CL N



ANEXO I — Continuacéo.

Amostra

A40
A4l
A42
A43
Ad4
A45
A46
A47
A48
A49
AS50
A51
AS52
A53
Ab54
A55
A56
A57
A58
AS59
A60
A6l
ABG2
AB3
Ab4
AB5
AG6
AG7
AG8
A69
AT70
A7l
AT72
AT73
A74
AT5
AT76
ATT
AT78
AT79
A80

NO
armadilha

O N NE NN NN NN

e T e e s N < N
WO WWUTWUAOoOUITJANWOO N o1 w OGN W NN W W N

Bairro

CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
VL
CL
SM
SM
VL
VL
CL
CL
VL
SM
VL
SM
CL
SM
SM
CL
VL
SM
SM
VL
SM
SM
CL
SM
SM
SM
SM
SM
CL
SM

Fonte
Alimentar
Gallus gallus
P

W U U UZLTUTTUVTUTUTUTUTUUZTUTTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUZLTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUTUVTUTUTTDO

PCR+ para

Deteccéo de

Avipoxvirus
N

Z2 20V Z20Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z 0VZ2Z2Z2Z2ZZ2ZZ2ZZZ2ZZ2ZZZ 0V Z2Z2ZZ2Z2Z2ZZ2Z2Z2ZZ2Z2ZZ0V2Z2Z2Z2
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

A81
A82
A83
A84
A85
A86
A87
A88
A89
A90
A91
A92
A93
A94
A95
A96
A97
A98
A99
A100
Al101
A102
A103
A104
A105
A106
A107
A108
A109
Al110
Alll
All2
Al13
All4
Al15
All6
All7
Al118
Al119
A120

NO
armadilha
15
13
13
11
4
8
13
13
11
15
8
10
11
11
11
8
7
11
13
14
8
14
13
13
13
11
14
13
14
11
8
11
14
14
8
14
13
12
8
13

Bairro

SM
SM
SM
VL
CL
CL
SM
SM
VL
SM
CL
CL
VL
VL
VL
CL
CL
VL
SM
SM
CL
SM
SM
SM
SM
VL
SM
SM
SM
VL
CL
VL
SM
SM
CL
SM
SM
VL
CL
SM

Fonte
Alimentar
Gallus gallus

PCR+ para
Deteccéo de
Avipoxvirus
N
N

N

zZ 2

Z2Z22Z22Z 2

Z2Z22Z22Z 2

Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2ZZ2ZZ2Z2ZZ2Z2Z2ZZ22Z22Z22
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

Al21
Al22
Al123
Al24
Al125
Al126
Al127
Al128
Al129
A130
Al31
Al132
Al133
Al34
Al35
A136
Al137

A138

Al139
A140
Al41
Al42
Al143
Al44
Al145
Al46
Al47
Al148
Al149
A150
Al151
Al152
A153
Al54
A155
A156
A157
A158
A159
Al160

NO
armadilha

11

Bairro

VL
CL
CL
SM
CL
CL
CL
CL
CL
CL
SM
VL
SM
VL
CL
SM
VL

CL

VL
CL
CL
SM
CL
CL
CL
VL
CL
CL
CL
SM
CL
VL
CL
VL
VL
CL
CL
VL
VL
VL

Fonte
Alimentar
Gallus gallus

N

PCR+ para

Deteccéo de

Avipoxvirus
N

Z2 2222222222222 2Z22Z22

Z Z

Z

Z2Z2Z2Z2Z22Z22Z2Z2ZZ2ZZ2Z22Z22Z2Z2
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

Al6l
Al62
Al63
Al64
Al65

A166

Al67
Al68
Al169
Al170
Al71
Al72
Al73
Al74
Al75
Al76
Al77
Al78
Al179
A180
Al81
Al182
A183
Al84
A185
Al186
A187
A188
A189
A190
Al191
Al192
A193
Al194
A195
A196
A197
A198
A199

NO
armadilha
11
7
7
6
5

14

14
14
7
2
2
2
12
7
11

Bairro

VL
CL
CL
CL
CL

SM

SM
SM
CL
CL
CL
CL
VL
CL
VL
VL
VL
CL
SM
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
VL
SM
CL
VL
CL
VL

Fonte
Alimentar
Gallus gallus
N

PCR+ para

Deteccéo de

Avipoxvirus
N

N

Z Z22Z2Z22Z22ZZ2 Z

Z

Z22Z22Z2Z22Z22ZZ
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

A200
A201
A202
A203
A204
A205
A206
A207
A208
A209
A210
A211
A212
A213
A214
A215
A216
A217
A218
A219
A220
A221
A222
A223
A224
A225
A226
A227
A228
A229
A230
A231
A232
A233
A234
A235
A236
A237
A238
A239

NO
armadilha
10
5
14
6
7
11
7
8
11
14
13
13
13
13
7
2
10
14
13
13
15
6
13
15
13
11
7
13
6
15
11
3
11
11
15
15
15
15
15
15

Bairro

CL
CL
SM
CL
CL
VL
CL
CL
VL
SM
SM
SM
VL
SM
CL
CL
CL
SM
SM
SM
SM
CL
SM
SM
SM
VL
CL
SM
CL
SM
VL
CL
VL
VL
SM
SM
SM
SM
SM
SM

Fonte
Alimentar
Gallus gallus

PCR+ para
Deteccéo de
Avipoxvirus

N
N
N

Z 22222222 Z Z Z

Z

222 Z

Z22Z2Z2Z22Z222Z22Z22Z2ZZ2Z2
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

A240
A241
A242
A243
A244
A245
A246
A247
A248
A249
A250
A251
A252
A253
A254
A255
A256
A257
A258
A259
A260
A261
A262
A263
A264
A265
A266
A267
A268
A269
A270
A271
A272
A273
A274
A275
A276
A278
A279
A280

NO
armadilha
13
15
7
13
15
15
15
15
15
13
15
13
9
6
10
10
9
5
10
9
10
7
14
15
14
2
10
14

Bairro

SM
SM
CL
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
SM
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
SM
SM
SM
CL
CL
SM
SM
SM
CL
VL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
SM
VL

Fonte
Alimentar
Gallus gallus

PCR+ para
Deteccéo de
Avipoxvirus

zZz Z Z

Z2Z22Z2ZZ

Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2

Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2ZZ2Z22Z22Z22Z22Z2
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ANEXO | — Continuacéo.

Amostra

A281
A282
A283
A284
A285
A286
A287
A288
A289
A290
A291
A292
A293
A294
A295
A296
A297
A298
A299
A300

NO
armadilha

11
15

Bairro

VL
SM
SM
SM
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
SM
CL
SM
SM
SM
CL
VL
CL

Fonte
Alimentar
Gallus gallus

PCR+ para
Deteccéo de
Avipoxvirus
N
N

zZ 2

Z22Z2Z2Z22Z22Z2Z2ZZ2

222 Z
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ANEXO 11 — Lista de informacGes das amostras e nimero de acesso ao GenBank das

sequéncias utilizadas para comparagdo nesse estudo

Clado

B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
B3
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl

NCBI

DQ131899
DQ131896
DQ131897
DQ131889
KC018068
DQ131901
DQ131900
DQ131895
DQ131893
DQ131902
DQ131894
DQ131898
KC588955
KC588959
KC588957
KC588961
KC588956
KC588960
KC588958
MH175228
KC018035
MH175225
KC018060
MH175220
LC055559
LC055561
LC055562
LC055558
LC055560
MH175236
GQ180211
EF568382
EU798995
KC018044
KC018048
KC018049
KC018057
KC018039
KC018041

Pais

EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
EUA
EUA
EUA
Chile
EUA
Japéo
Japéo
Japéo
Japéo
Japéo
Canada
Italia
EUA
R. Tcheca
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA

Ano
Pub.
2005

2005
2005
2005
2013
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2018
1993
2008
2008
2009
2007
2007
2007
2007
2007
2011
2016
2008
2008
1999
1992
1994
1996
2004
1980

Espécie isolada

Cardinalis cardinalis
Haemorhous mexicanus
Zenaida macroura
Corvus brachyrynchos
Turdus migratorius
Buteo jamaicensis
Polioptila caerulea
Mimus polyglottos
Corvus brachyrynchos
Turdus migratorius
Turdus migratorius
Ardea herodias
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Melanospiza bicolor
Colinus virginianus ridgwayi
Colinus virginianus ridgwayi
Serinus canaria
Corvus brachyrynchos
Corvus macrorhynchos
Corvus corone
Corvus corone
Corvus corone
Corvus macrorhynchos
Corvus brachyrynchos
Corvus cornix
Hemignathus virens
Parus major
Corvus brachyrynchos
Grus canadensis
Catarus ustulatus
Himatione saguinea
Corvus corax
Uria aalge
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado NCBI
Bl KC018053
Bl EF568380
Bl KC018054
Bl FJ863096
Bl MH175221
Bl KC018045
Bl KC018051
Bl KC018055
Bl KC018058
Bl EF568392
Bl KC018040
Bl KC018050
Bl KC018056
Bl EF568394
Bl GQ180213
Bl KF956001
Bl KC018047
Bl EF568385
Bl EF568395
Bl KC018046
Bl EF568383
Bl EF568396
Bl EF568401
Bl AMO050375
Bl AMO050390
Bl AMO050389
Bl GQ180209
Bl GQ180205
Bl GQ487567
Bl MF102266
Bl GQ180203
Bl MF102267
Bl GQ180202
Bl AY530309
Bl KF673397
Bl AMO050384
Bl KC193679

Pais

EUA
EUA
EUA
Rep.
Tcheca
EUA

Espanha
EUA
EUA

Espanha
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Italia

Alemanha

Hungria
EUA
EUA

Bélgica
EUA
EUA
EUA
Reino

Unido
Reino
Unido
Reino
Unido
Italia
Italia
Canada
Ird
Italia
Ird
Italia
Alemanha
Ird
Reino
Unido
Ird

Ano
Pub.
1986

2008
1989
2008

2008
2000
2008
1996
2000
2008
2005
1985
1996
2007
2016
2013
2007
2007
2007
2008
2007
2007
2008
2006

2006

2006

2016
2009
2016
2017
2009
2017
2009
2004
2013
2006

2013

Espécie isolada

Junco hyemalis hyemalis
Himatione sanguinea
Branta canadensis
Parus major

Meleagris gallopavo
Circus cyaneus
Spheniscus humboldti
Chasiempis sandwichensis
Aquila chrysaetos
Hemignathus virens
Corvus brachyrhynchos
Leucosticte tephrocotis
Himatione sanguinea
Hemignathus virens
Prunella modularis
Parus major
Parus major
Corvus hawaiiensis
Hemignathus virens
Pyrrhula pyrrhula
Diomedea immutabilis
Hemignathus virens
Hemignathus virens
Gallus gallus

Gallus gallus
Gallus gallus

Columba livia
Turdus philomelos
Cyanocitta cristata

Serinus canaria
Serinus canaria
Serinus canaria
Serinus canaria
Serinus canaria
Serinus canaria
Serinus canaria

Serinus canaria
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ANEXO Il — Continuagéo.

Clado NCBI
Bl MF102272
Bl GU108510
Bl AY530308
Bl HQ875130
Bl KC018037
Bl KC018036
Bl EF568378
Bl KC018059
Bl KC018042
Bl KC018043
Bl FJ863095
Bl KC018052
Bl MH175226
Bl EF568393
Bl EF568381
Bl KC018022
Bl KC018033
Bl KC018019
Bl EF568379
Bl EF568391
Bl KC018034
Bl KC018014
Bl KC018028
Bl KC018026
Bl KC018030
Bl KC018027
Bl KC018016
Bl KC018023
Bl KC018020
B1 EF568387
Bl EF568389
B1 EF568384
B1 EF568386
Bl EF568399
B1 KC018029
Bl KC018024
Bl KC018032
Bl EF568388
Bl KC018017
Bl KC018018

Pais

Ird
Austria
Alemanha
Portugal
EUA
EUA
EUA
EUA
Equador
Equador
R. Tcheca
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Equador
EUA
EUA
EUA
Equador
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA

Ano
Pub.
2016

2009
2004
2016
2013
2008
2008
1996
2008
2008
2007
1987
2008
2008
2008
1986
2008
1986
2008
2008
2008
1986
2001
1998
1988
1998
1996
1991
1996
2007
2007
2008
2008
2008
2001
1995
1987
2008
1996
1996

Espécie isolada

Serinus canaria
Serinus canaria
Passer domesticus
Serinus canaria
Pica hudsonia
Corvus brachrhynchos
Himatione sanguinea
Himatione sanguinea
Geospiza fortis
Camarhynchus pallidus
Parus major
Hemignathus virens
Haliaeetus leucocephalus
Hemignathus virens
Loxioides bailleui
Junco hyemalis hyemalis
Geospiza fortis
Serinus canaria
Hemignathus virens
Himatione sanguinea
Mimus parvulus
Serinus canaria
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Serinus canaria
Carpodacus mexicanus
Himatione sanguinea
Himatione sanguinea
Himatione sanguinea
Vestiaria coccinea
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Carpodacus mexicanus
Himatione sanguinea
Serinus canaria
Himatione sanguinea
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado

Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
B2

B2
B2
B2
B2
B2
B2

B2
B2
B2
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A5
A

A

AT/AG

AT
AT
AT

AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT
AT

NCBI

KC018031
KC018015
KC018021
EF568400
EF568390
AMO050386

LC545572
KC018067
KC018064
KC018063
KC018065
AMO050391

KC018066
HQ875129
LC499632
KJ192191
KJ192189
KJ192190
KC017994
KC017992
KC017993
MH175227
KC017996
KC017995
KC017991
MT332851
JX418296
KC018010
HQ441566
AB576861
KR73309

KC018008
KC018003
KC018007
KC018005
KC018006
MH175238
KC018004
MG934698

Pais

EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Reino
Unido
Japéo
Hungria
EUA
EUA
EUA
Reino
Unido
Hungria
Portuga
Japéo
China
China
China
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Espanha
Taiwan
Japéo
Na&o inf.

Hungria
EUA
EUA
EUA
EUA

Canada
EUA
Japéo

Ano
Pub.
2013

1996
1996
2007
2008
2005

2020
2013
1985
1984
1985
2006

2005
2010
2003
2014
2013
2013
1994
1991
1991
2001
1991
1989
2005
2018
2009
2000
2008
2004
Nao
inf.
2003
1993
1989
1993
1985
2013
1992
2018

Espécie isolada

Corvus brachyrhynchos
Serinus canaria
Serinus canaria

Carpodacus mexicanus

Himatione sanguinea
Gallus gallus

Phalacrocorax capillatus
Gracula religiosa
Sturnus vulgaris
Sturnus vulgaris
Sturnus vulgaris
Gallus gallus

Otis tarda
Phoenicopterus roseus
Phoenicopterus roseus

Anas platyrhynchos
Anas platyrhynchos
Anas platyrhynchos
Anas platyrhynchos
Anas discors
Aythya americana
Aix sponsa
Aix sponsa
Cygnus buccinator
Anas fulvigula
Calypte anna
Calypte anna
Milvus milvus
Spilornis cheela
Haliaeetus albicilla
Né&o informado

Accipiter gentilis
Haliaeetus leucocephalus
Haliaeetus leucocephalus
Haliaeetus leucocephalus

Buteo jamaicensis

Né&o informado
Haliaeetus leucocephalus
Haliaeetus pelagicus
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado

A7
A2
A2
A2

A2

A2

A2
A2

A2

A2

A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2

A2
A2
A2
A2

A2

NCBI

KC018009
KX774284
EU798994
KC017973

KC017972
KX774286

KC017974
KX774283

KX774285
KX774282

KC017968
GQ180210
JQ665840
GQ180208
KC017978
NC043178
AY530305
EF016108
MF102271
MF102268
KCO017966
MH175237
KC017980
KCO017965
KCO017975
AY530303
MF102270
KC017979
AMO050387

KC017969
KC017970
MW602950
AMO050388

AMO050385

Pais

Hungria
Coréia
R. Tcheca

Coreia do
Sul
Coreia do
Sul
Coreia do
Sul
Espanha

Coreia do
Sul
Coreia do
Sul
Coreia do
Sul
Hungria
Italia
Egito
Italia
Espanha
india
Alemanha
Italia
Ira
Ird
EUA
Canada
Espanha
EUA
Hungria
Alemanha
Ird
Espanha
Reino
Unido
Hungria
Hungria
Egito
Reino
Unido
Reino
Unido

Ano
Pub.
2000

2017
2008
2012

2012

2013

2003
2012

2011

2012

2003
2010
2011
2010
2003
2006
2004
2007
2016
2016
1995
2012
2002
1994
2003
2004
2016
2003
2006

2003
2003
2018
2005

2006

Espécie isolada

Buteo buteo
Streptopelia orientalis
Columba palumbus
Streptopelia orientalis

Streptopelia orientalis
Streptopelia orientalis

Otis tarda
Streptopelia orientalis

Streptopelia orientalis
Streptopelia orientalis

Columba livia
Falco rusticolus
Columba livia
Serinus canaria
Milvus milvus
Coturnix ypsilophora
Struthio camelus
Buteo buteo
Columba livia
Serinus canaria
Columba livia
Columba livia
Alectoris rufa
Columba livia
Pavo cristatus
Columba livia
Columba livia
Hieraaetus pennatus
Gallus gallus

Columba livia
Otis tarda
Columba livia
Meleagris gallopavo

Columba livia
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado

A2
A2
A2
A2
A2
A2
A2
A3

A3

A3

A3

A3
A3
A3
A3
A3
A3
A3
A3
A3
A3
A3
A4

Ad
A4
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

NCBI

KC017976
GQ180204
DQ873810
KC017967
DQ873809
DQ873811
KC017977
KC017984

KC017983
AMO050392
AMO050376

JN615018
KC017987
KC017985
KC017982
LC481450
LC481471
LC481451
KF956003
KF956000
KC017981
KC017986
AY530306

KF956002
KC017988
HM623675
GU108500
MH175275
MH175261
MG601781
MH175252
MH175293
MH175276
MH175255
MF140450
MH175250
JX464820

Pais

Espanha
Italia
india

Hungria
india
india

Espanha

Coreia do
Sul
Coreia do
Sul
Reino
Unido
Reino
Unido
Argentina

Argentina
EUA
EUA
Japéo
Japéo
Japéo

Alemanha

Alemanha

Antartica
EUA

Erpirados
Arabes
Alemanha

Hungria
China
Austria
EUA
EUA
Brasil
EUA
EUA
EUA
EUA
Ira
EUA
Egito

Ano
Pub.
2000

2009
2006
2000
2006
2006
2000
2013

2012

2006

2006

2007
2007
1991
1989
2017
2017
2017
2004
2004
2004
1983
2004

2001
2005
2010
2008
2015
2015
2016
2014
2017
2015
2014
2017
2013
2011

Espécie isolada

Hieraaetus pennatus
Perdix perdix
Gallus gallus

Aquila heliaca
Perdix perdix
Columba livia
Alectoris rufa
Bubo bubo

Bubo bubo
Thalassarche melanophris
Falco berigora

Spheniscus magellanicus
Spheniscus magellanicus
Uria aalge
Phalacrocorax pelagicus
Phalacrocorax capillatus
Phalacrocorax capillatus
Phalacrocorax capillatus
Haliaetus albicilla
Grus grus
Macronectes giganteus
Phoebastria immutabilis
Falco berigora

Falco peregrinus
Falco peregrinus
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Vacina
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Vacina
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado

Al

Al

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

NCBI
AMO050379
AMO050380

GQ180207
MK651860
FR852585
MW147745
MN971579
MH175279
MH106510
MH175267
GU108501
MK651858
GU108505
MH175287
MH175286
KJ809101
MH175288
MH175264
MH175277
MK651859
KC017964
AY530307
MH175245
MH175285
MH175249
GU108507
MH175270
MK651861
MH175253
MH175222
MH175243
MH175223
MH175295
MH175256
GU108502
MH175258
MH175248
MK651852
KF548037

Pais

Reino
Unido
Reino
Unido
Italia
Brasil
Austria
Egito
Iraque
EUA
Ira
EUA
Austria
Brasil
Austria
EUA
EUA
Egito
EUA
EUA
EUA
Brasil
Hungria
Alemanha
Canada
EUA
Canada
Austria
EUA
Brasil
EUA
EUA
Canada
EUA
Canada
Canada
Austria
EUA
Canadé
Brasil
india

Ano
Pub.
2005

2006

2010
2017
2011
2018
2019
2015
2018
2015
2007
2017
2008
2016
2016
2014
2016
2015
2015
2017
2005
2004
2017
2016
2018
2008
2015
2017
2014
2009
2017
2008
2017
2014
2008
2014
2017
2017
2013

Espécie isolada
Vacina
Gallus gallus

Phasianidae sp.
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Crossoptilon auritum
Passer domesticus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
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ANEXO Il — Continuagéo.

Clado

Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al
Al

NCBI

MH175284
MH175266
MH175259
MH175292
MH175251
MH175283
MH175281
MH175246
JQ665838
IX464819
FR852586
GU108503
MK651854
MH175271
AY530304
KC017961
MH175232
DQ873808
GU108508
MH175294
EF568377
MH175247
MH175272
MH175231
JQ665839
MK651857
MK651853
IX464821
MH175280
MH175273
AY530302
GQ180212
MH175265
MH175233
KT003289
MH175257
MH175235
MH175244
MH175274

Pais

EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
Canada
Egito
Egito
Austria
Austria
Brasil
EUA
Alemanha
EUA
Canada
india
Austria
EUA
EUA
Canada
EUA
Canada
Egito
Brasil
Brasil
Egito
EUA
EUA
Alemanha
Italia
EUA
Canadé
Ird
EUA
Canadé
Canada
EUA

Ano
Pub.
2015

2015
2014
2016
2014
2015
2015
2017
2011
2011
2011
2008
2017
2015
2004
2005
2015
2006
2008
2017
2007
2017
2015
2015
2012
2017
2017
2011
2015
2015
2004
2010
2015
2015
2015
2014
2011
2017
2015

Espécie isolada

Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus

Corvus brachyrhynchos

Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo

Gallus gallus

Gallus gallus

Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo

Vacina
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo

Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
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ANEXO Il — Continuacao.

Clado NCBI
Al MH175260
Al GU108504
Al MH175268
Al MH175291
Al GU108506
Al KF032407
Al MH175290
Al MN915017
Al MK651856
Al KU522209
Al KC017960
Al MG601782
Al MH175282
Al KF548036
Al GU108509
Al KU522210
Al AMO050378
Al KC017962
Al MH175289
Al M25781
Al MH175269
Al MK651855
Al GQ180201
Al AB292647
Al KU212807
Al KT003290
Al AMO050377
Al MH286510
Al EF568398
Al KT003288

Pais

EUA
Austria
EUA
EUA
Austria
Tanzéania
EUA
Iraque
Brasil
Ira
Hungria
Brasil
EUA
india
Austria
Ira
Australia
EUA
EUA
EUA
EUA
Brasil
Italia
Japéo
Ird
Ira
Reino
Unido
Brasil
EUA
Ird

Ano
Pub.
2014

2008
2015
2016
2008
2010
2016
2019
2017
2015
2003
2016
2015
2013
2008
2015
2006
1996
2016
1989
2015
2017
2009
1985
2015
2015
2006

2014
2008
2015

Espécie isolada

Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Gallus gallus
Vacina
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Perdix perdix
Lagopus mutus japonicus
Gallus gallus
Meleagris gallopavo
Gallus gallus

Anas querquedula
Gallus gallus
Gallus gallus
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