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1. INTRODUCAO

A Bouba Aviaria é causada por um poxvirus, do género Avipoxvirus (Fowl
poxvirus — FPV). A maioria dos poxvirus aviarios é espécie-especifica, mas alguns séao
capazes de serem transmitidos para aves de diferentes espécies, géneros e até familias
(Ritchie et al, 1994). J4& foram detectados em galinaceos, passeriformes, pombos,
psitacideos, anatideos, rapinantes e ratitas e tém recebido denominacao relacionada
com os seus hospedeiros. S&o diferenciados pelo espectro de hospedeiros e pela
formacéo diferencial de lesbes em cultivos de fibroblasto de embrides de galinha (FEG)
e na membrana corioalantoide de ovos embrionados. A patogenicidade difere de acordo
com as aves acometidas. A transmissdo ocorre pela picada de insetos sugadores ou
pelo contato com alimentos, agua, secrecdes e fémites contaminados. O virus ndo
passa pela pele intacta e requer cortes ou abrasfes na pele ou mucosa para infectar. A
doenca pode manifestar-se de trés formas: cutédnea, septicémica e diftérica, conforme a
viruléncia da cepa, distribuicdo das lesdes e a susceptibilidade da ave (Cubas &
Godoy,2004). O ambiente em que o animal vive e o estresse continuo pode contribuir
para a ativacdo do virus latente e também para o aumento da patogenicidade da
doenca, que parece ser autolimitante nas aves de vida livre. Segundo Lischow et al
(2004) em aves domesticas e silvestres a forma clinica mais freqlente & caracterizada
por lesBes cutaneas e raramente atingem a boca e o trato respiratorio superior (forma
diftérica). No estudo de Weli et al (2004) 60 espécies de aves de vida livre,
representando 20 familias, ja foram identificadas como suscetiveis ao poxvirus aviario.
Embora a doenca seja controlada por vacinas em criacbes comerciais de galinhas e



perus, ainda é considerada economicamente expressiva em algumas regides (Luschow
et al, 2004).

O FPV esta distribuido mundialmente e as suas infec¢gbes tém sido descritas ha
séculos. Criagbes de galinhas, perus e pombos podem sofrer perdas consideraveis em
algumas épocas do ano, geralmente relacionadas com a presenca de um maior numero
de vetores transmissores do agente. E um virus de importancia na avicultura industrial,
podendo causar perdas por queda na producdo de ovos, perda de peso e mortalidade.
Por isso, se faz necessario o controle e diagnostico dessa doenca (Wageck, 2007). S&o
utilizadas as técnicas de soro-neutralizacdo, imunodifusdo, imunofluorescéncia,
hemaglutinacdo passiva, imunoblotting e ELISA para demonstrar exposicdo ao FPV
(OIE, 2000). Como geralmente o teste ELISA possui uma alta sensibilidade e
reprodutibilidade, tornou-se o método de escolha para a analise de um grande namero
de amostras. Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento e a padronizacédo de
um ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA indireto) para a pesquisa de anticorpos
contra O poxvirus aviario, utilizando uma cepa vacinal como antigeno para
posteriormente ser aplicado a Pinglins-de-Magalhaes.

2. MATERIAL E METODOS

Foi desenvolvida e padronizada a técnica de ELISA conforme IRITANI &
SAWAGUCHI, (1994) com pequenas modificacdes. FEG foram multiplicados em meio
essencial minimo de Eagle (E-MEM) suplementado com 10 % de soro fetal e
enrofloxacina (10 mg/L). O cultivo foi inoculado com um FPV vacinal (cepa suave) e
coletado 48h apds a inoculacdo. Células e sobrenadantes foram congelados a -70°C e
centrifugados a 3000xg for 20 min a 4<C. Posteriormente, o sobrenadante foi
centrifugado por 2h a 70000xg a 4C. O sedimento fo rmado foi ressuspendido em Tris-
HCI 1mM (pH 7.2), e foi utilizado como antigeno para sensibilizacdo de placas de
ELISA. O mesmo procedimento foi realizado com FEG em que néo foi inoculado o FPV
(antigeno celular). Os antigenos foram fracionados e armazenados a -70°C até o
momento do uso.

Para a andlise da presenca de anticorpos contra a Bouba Aviéria foram utilizadas
amostras de soro de galinhas vacinadas e “Specific Patogenic Free” (SPF), como
controles positivos e negativos, respectivamente. Sensibilizou-se trés microplacas com
100ul por poco do antigeno diluido em tampao carbonato (15mM Na,COs, 35mM
NaHCOg3, pH 9.5) e foi feito incubacdo overnight a 4C. As placas foram testadas
segundo a técnica descrita por IRITANI & SAWAGUCHI (1994) sendo 0s soros
analisados em duplicata. A leitura das placas foi realizada em equipamento TermoPlate,
em um comprimento de onda de 492nm. A densidade Optica (DO) de cada amostra foi
ajustada pela obtencdo da média das amostras em duplicata e posterior subtragdo da
absorbéancia do antigeno celular.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O ELISA foi padronizado de forma a obtenc&do da maior diferenca entre a DO

dos soros positivos e negativos. Para tal, a concentracdo 6tima do antigeno foi de a
1:200 do volume inicial, sendo a diluicdo do soro de 1:50. Os valores de absorbancia



obtidos com o teste ELISA indireto, utilizando a cepa suave de poxvirus purificado, nas
amostras de soros de aves imunizadas, variaram aproximadamente entre 0,233 e
0,504. Nas amostras de soros de aves SPF, verificaram-se valores de absorbancia
variaveis, aproximadamente entre 0,057 a 0,134. Foram considerados como soros
positivos aqueles que apresentaram DO duas vezes maior que a DO do soro controle
negativo (SPF), confirmando assim a eficicia do teste.

4. CONCLUSAO

O protocolo utilizado para o desenvolvimento do ELISA indireto foi capaz de
diferenciar os animais imunizados (presenca de anticorpos) dos n&o imunizados
(auséncia de anticorpos). Assim, posteriormente este protocolo sera realizado para
verificar se ha presenca ou ndo de anticorpos contra 0 poxvirus aviario em Pinguins-de-
Magalhaes.
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