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RESUMO
O virus Influenza A da gripe aviaria foi responsavel por diversas pandemias e epidemias ao

longo dos anos, propagando-se rapidamente, sendo responsavel pela morte de diversas espécies
aviarias e mamiferos, incluindo o ser humano. Recentemente, houve um aumento do nimero
de surtos e da taxa de mortalidade em espécies aviarias e mamiferos, gerando alerta
principalmente nos paises da América Latina e Caribe. Posto isto, o controle da doenca e
mecanismos legais de trocas de informacdo sdo importantes para tomadas de decisdes,
principalmente porque o Brasil é o maior exportador global de frango e a propagacéo da gripe
aviaria no pais pode causar um grande impacto econdémico, assim como um grande risco devido
ao potencial zoonotico do virus. Desta forma, o objetivo do trabalho foi analisar a presenca de
Influenza A em espécies aviarias da regido de Sao Jose do Rio Preto — SP. As amostras de swab
orofaringeos/cloacais provenientes das aves que chegam ao Zooldgico Municipal foram
coletadas para analise. No ambiente laboratorial, as amostras foram extraidas por Trizol visando
a obtencdo do RNA total da amostra. Posteriormente foi realizada a amplificacdo por meio de
RT-gPCR. No entanto todas as amostras apresentaram resultado negativo para presenca do

virus Influenza A.

Palavras—chave: Influenza A. Vigilancia epidemioldgica. Gripe aviaria. Sdo José do Rio Preto.



ABSTRACT

The bird flu Influenza A virus has been responsible for several pandemics and epidemics over
the years, spreading rapidly and being responsible for the death of several avian and mammalian
species, including humans. Recently, there has been an increase in the number of outbreaks and
the mortality rate in avian and mammalian species, generating alerts mainly in Latin American
and Caribbean countries. That said, disease control and legal mechanisms for exchanging
information are important for decision-making, mainly because Brazil is the largest global
exporter of chicken and the spread of avian influenza in the country can cause a major economic
impact, as well as a great risk due to the zoonotic potential of the virus. Therefore, the objective
of the work was to analyze the presence of Influenza A in avian species in the region of Sdo
José do Rio Preto — SP. Oropharyngeal/cloacal swab samples from birds arriving at the
Municipal Zoo were collected for analysis. In the laboratory environment, the samples were
extracted by Trizol to obtain the total RNA of the sample. Subsequently, amplification was
performed using RT-gPCR. However, all samples tested negative for the presence of the

Influenza A virus.

Keywords: Influenza A. Epidemiological surveillance. Bird flu. S&o José do Rio Preto.
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1 INTRODUCAO

1. 1 Perspectiva Historica

As pandemias e epidemias de Influenza, s&o identificadas ao longo dos séculos como
protagonista de diversos surtos e um grande nimero de 6bitos. Essas perturbagdes presentes na
historia, com possiveis episddios datados antes mesmo do isolamento do virus em laboratoério,
foram inicialmente identificados pelas caracteristicas atribuidas a doenca. Portanto, diversas
pesquisas foram desenvolvidas durante anos sobre os surtos da gripe, promovendo uma
perspectiva ndo completa, mas bem detalhada sobre a propagacéo, viruléncia e a capacidade do

virus de infectar novos hospedeiros.

Em 1932, pela primeira vez o virus Influenza foi isolado em laboratério, abrindo
caminho para o diagndéstico laboratorial, com registros e confirmacgdes da presenca do virus.
Isso representou um avanco significativo em relacdo aos séculos anteriores, nos quais a
identificacdo era possivel apenas pelos sinais caracteristicos da doenca, como febre de trés dias,
dor muscular e um elevado grau de prostracdo. No entanto, referéncias a Influenza podem ser

encontradas em publicacdes mais antigas e menos confiaveis desde 1650 (POTTER, 2001).

Durante o século XX, varios subtipos do virus influenza foram responsaveis por
pandemias, incluindo a “gripe espanhola” (HIN1) em 1918, a “gripe asiatica” (H2N2) em 1957
e a “gripe de Hong Kong” (H3N2) em 1968 (BELSHE; ROBERT, 2005; POTTER, 2001).
Além de pandemias, algumas epidemias de Influenza ocorrem anualmente nos periodos mais
frios e com menor umidade, caracteristico de climas temperados dos hemisférios norte e sul,
contrastando aos climas tropicais e subtropicais, onde ocorrem nos meses com maior umidade

absoluta e precipitacdo (ALl et al., 2022; BAUMGARTNER et al., 2012).

No final do século XX e comeco do XXI, o virus Influenza A subtipo H3N2 que

circulava entre seres humanos foi notavelmente introduzido na populagdo de porcos em 1998,



14

cruzando a barreira entre espécies. E cinco anos depois, em 2003, o subtipo H5N1 propagou-se
pelo sudeste da Asia, causando a morte de milhares de aves domésticas e 24 pessoas, mas em
2013, o numero de humanos afetados sextuplicou, decorrentes da infec¢do pelo subtipo H7N9

(TORTORA, FUNKE, & CASE, 2017).

Os estudos sobre as pandemias de Influenza sdo importantes para que epidemiologistas
e médicos, assim como outros pesquisadores, consigam compreender as caracteristicas da
propagacao do virus, sazonalidade, como podem afetar o cenario econémico-social, além de
outros indices que ajudam a inferir a morbidade e mortalidade da doenca nos cenarios atuais

(POTTER, 2001).
1. 2 Cenério Global

No comego desse ano, a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) publicou uma
declaracéo alertando sobre o aumento dos surtos de Influenza A em diversas regides do mundo,
causando um aumento da taxa de mortalidade de aves e outros animais (Figura 1.). Os seres
humanos, também podem transmitir a Influenza A. O aumento dos casos de gripe aviaria
subtipo H5N1, existe a possibilidade do subtipo se adaptar e ser propagado para outros animais,

incluindo seres humanos (WOAH, 2023).

Os registros da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), apontam 878 casos
confirmados de seres humanos infectados com H5N1, dos quais 458 resultaram em mortes, uma
taxa de mortalidade de 52%. No periodo de 2003 até outubro de 2023, 244 casos, com 136
mortes nos paises da regido do Pacifico Ocidental, uma taxa de 56% em 11 anos. Em 2023,
foram confirmados trés casos em seres humanos: dois no Cambodja que resultaram em uma

morte e um na China (WOAH, 2023).
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Figura 1. Surtos de Influenza aviaria e principais rotas de voo de aves selvagens nas Américas, até 4 de

agosto de 2023.
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As autoridades da agricultura na Argentina, Bolivia, Brasil, Canada, Chile, Colémbia,
Costa Rica, Cuba, Equador, Estados Unidos da América, Guatemala, Honduras, México,
Panama, Peru, Uruguai e Venezuela detectaram surtos de IAAP (Influenza Aviaria Altamente
Patogénica) em aves domeésticas, aves de granja e/ou aves selvagens e mamiferos (Tabela 1.),

com surtos localizados principalmente em areas da rota migratdria do Pacifico.

Tabela 1. Surtos de Influenza aviaria segundo o tipo de animal afetado nas regides das Ameéricas, até a

semana 31 de 2023.
! Paises Aves selvagens Granja avicola  Aves de quintal \ Mamiferos
Argentina Sim Sim Sim
Bolivia Sim Sim Sim
Brasil Sim Sim
Canada Sim Sim Sim Sim
Chile Sim Sim Sim Sim
Coldmbia Sim Sim
Costa Rica Sim
Cuba Sim
Equador Sim Sim
Guatemala Sim
Honduras Sim
Mexico Sim Sim
Panama Sim Sim
Peru Sim Sim Sim Sim
Estados Unidos Sim Sim Sim Sim
Uruguai Sim Sim Sim
Venezuela Sim

Fonte: Organizacdo Mundial de Saide Animal (OMSA) (2023); OPAS/OMS (2023) (adaptado).

No Brasil, o primeiro caso ocorreu em 15 de maio de 2023. O Ministério da Agricultura e
Pecuéaria (Mapa) detectou influenza aviaria (H5SN1) em duas espécimes de trinta-réis-de-bando
(Thalasseus acuflavidus) na regido litoranea do Espirito Santo nos municipios de Marataizes e
Vitoria. Um dia depois, 0 MAPA confirmou um caso adicional na espécie atoba-pardo (Sula
leucogaster) no mesmo estado (Figura 2.). Desde entéo, foram identificados 127 focos de IAAP

pelo Servigo Veterinario Oficial (Tabela 2.)
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Tabela 2. Numero das principais espécies afetadas por Influenza Aviaria de Alta Patogenicidade, até dia 13

de outubro de 2023.

Bigud
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o

10 20 30 40 50 60

Fonte: Mapa, 2023 (adaptado)

Ainda de acordo com os dados da Mapa (MAPA, 2023), no estado de Sao Paulo, foram
registrados 39 focos de IAAP, 18 desses focos envolvendo a espécie Trinta-réis-de-bando
(Thalasseus acuflavidus), 16 Trinta-réis-real (Thalasseus maximus), 2 Bobo-pequeno (Puffinus
puffinus), 2 Faigdo-rola (Pachyptila desolata), 1 Garc¢a-branca-pequena (Egretta thula) e 1
Trinta-réis-de-bico-vermelho (Sterna hirundinacea). Os municipios do estado de Sdo Paulo
onde os focos foram detectados séo: Itanhaém, Santos, Guaruja, Sdo Sebastido, Ubatuba,
Caraguatatuba, Bertioga, Ilha Comprida, Mongagua, Praia Grande, Sdo Vicente, llhabela,

Peruibe e na cidade de S&o Paulo.
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Figura 2. Foco de IAAP no Brasil, sendo cada foco uma unidade epidemiolégica na qual pelo menos um caso

do virus da influenza aviaria foi confirmado até o dia 13 de outubro de 2023.
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Fonte: Mapa, 2023.

A Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e Alimentacdo Saude Animal (FAO,
2023) mapeou a abrangéncia do virus da gripe aviaria com potencial zoon6tico no mundo,
incluindo H5Nx e H7NXx de alta patogenicidade e H3N8, H5Nx, HEN1, H7Nx, HON2, H10N3,
H10NS8 e H11 de baixa patogenicidade. Os dados do ultimo ano evidenciaram o crescimento da
distribuicdo do virus Influenza A (IAV) no mundo, principalmente no continente americano,

com o subtipo H5N1 (IAAP) espalhando-se pela América do Sul.
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Ademais, os projetos de vigilancia dos IAVs foram geralmente conduzidos em éreas
rurais e reservas naturais, mas existem relatos do virus IAAP de aves selvagens em &reas
altamente urbanizadas (GRONESOVA; MIZAKOVA; BETAKOVA, 2009; STURM-
RAMIREZ et al., 2004). Entretanto, pouca informacdo € produzida sobre a frequéncia da AlV
em aves selvagens em cidades onde se encontra um maior fluxo de pessoas e 0s riscos que pode

representar para aves domesticas e outras espécies.

Dessa forma, o controle da doenca em animais € a primeira medida para diminuir a
doenca em seres humanos. Por conseguinte, € necessario estabelecer e reforcar mecanismos
legais, assim como, a implementagdo de um programa de vigilancia abrangente, para ocorrer
trocas de informagé&o e decisdes eficientes, com respostas emergenciais a um risco potencial de

pandemia ou epidemia (OPAS/OMS, 2023).

2 O VIRUS.

O virus causador da gripe aviaria infecta diversas espécies e € um importante patégeno
respiratorio humano, responsavel por diversas epidemias anuais e ocasionalmente pandemias,
sendo relevante e preocupante para satde publica (MALIK; ZHOU, 2020). O virus Influenza,
denominagdo de origem italiana de “influence”. Pertencente a familia Orthomyxoviridae,
classificado de acordo com seus antigenos e com base nas variagdes da nucleoproteina, em
quatro géneros: virus Influenza A, virus Influenza B, virus Influenza C e virus Influenza D
(BROXMEYER, 2006; HAUSE et al., 2014). O 1AV, colocado no género Alphainfluenzavirus
(Influenza de tipo A), é um virus classificado com base nas hemaglutininas (HA) e
neuraminidases (NA), glicoproteinas presentes na superficie viral, com cerca de 16 subtipos de

HA e 9 subtipos de NA, com novos subtipos sendo propostos (WOAH, 2023).
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A glicoproteina HA é um trimero com aspecto de tridente, na qual cada unidade é
ativada por uma protease e clivada em subunidades, mantidas juntas por uma ponte dissulfeto,
é a proteina de adsorcéo viral, que se liga ao &cido siélico nos receptores das células epiteliais,
promovendo a fusdo do envelope viral &8 membrana celular. A NA forma um tetrdmero e possui

atividade enzimatica, cliva o acido sidlico em glicoproteinas (MURRAY, 2017).

Dos varios subtipos virais, 0s trés tipos de virus que conseguem infectar seres humanos
e causar doengas sdo: A, B e C. A Influenza A e B, sdo virus envelopados codificados por
genomas segmentados de RNA no sentido negativo (UYEKI et al., 2020). Sendo os subtipos
AIV H5 ou H7 de alta patogenicidade (IAAP) de ocorréncia natural, determinado por uma

metodologia que inclui uma sequéncia de clivagem HAO (WOAH, 2023).

O genoma viral da IAV contém oito moléculas segmentadas nucleocapsidicas
helicoidais diferentes, cada um contendo RNA com polaridade negativa, associado com
nucleoproteina e transcriptase, as quais codificam cerca de 20 proteinas e cada seguimento
consiste na molécula de RNA viral associada as proteinas polimerases virais (Figura 3.)
(EISFELD; NEUMANN; KAWAOKA, 2015; MOSTAFA et al., 2018; MURRAY, 2017). O
genoma fragmentado desses virus facilita o desenvolvimento de novas cepas, consequéncia da

mutacdo e reagrupamento dos segmentos entre cepas diferentes do virus (MURRAY, 2017).
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Figura 3. Estrutura do virus Influenza A.
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Fonte: LAMB, 2008.

No ciclo viral da IAV, a entrada do virus nas células epiteliais respiratorias ocorre pela
ligacdo da HA viral ao acido sialico especifico das glicoproteinas da superficie celular. Apés a
ligacdo, o virus é internalizado por uma vesicula e encaminhado ao endossomo. O envelope
viral a membrana do endossomo. O nucleocapsideo liberado no citoplasma, migra para o nucleo
para ser transcrito em RNA mensageiro (RNAm). A transcriptase utiliza o RNAm da célula
hospedeira como iniciador para sintese do RNAm viral, sendo posteriormente traduzidos em
proteinas no citoplasma. Por fim, o genoma viral de RNA com polaridade negativa é replicado
no nucleo, formando nucleocapsideos no citoplasma que brotam da superficie apical da célula

apos oito horas de infeccdo (RUST et al., 2009; SCHOLTE et al., 2011; MURRAY, 2017)

2.1 Potencial zoonotico e migracoes

A 1AV consegue infectar uma diversidade de aves suscetiveis a infec¢do, principalmente

aves aquaticas que sdo reservatorios desses virus, cuja maioria sao IABP (Influenza Aviéria de
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Baixa Patogenicidade). Mas, como dito anteriormente, os subtipos como H5 e H7 que ocorrem
amplamente em aves de importancia econémica produzem uma doenga clinica aguda, existindo
um risco com potencial pandémico de que esses subtipos, apesar de serem de IABP, se tornarem
IAAP por mutagGes. Algumas cepas H5, H7 e H9 causam infecgdes zoondticas esporadicas,
possibilitando que mutagdes sejam transmitidas para seres humanos (COX; TROCK; UYEKI,

2016).

As aves aquaticas selvagens sdo consideradas a fonte inicial dos IAV, por serem
frequentemente infectadas com todos os subtipos conhecidos. Sendo a maioria das espécies
pertencentes as ordens Anseriformes (patos, gansos e cisnes) e Charadriiformes (aves limicolas
e gaivotas) (WEBSTER et al., 1992). Sendo relevante ressaltar que algumas aves migratorias
que pertencem a essas ordens citadas, partem do leste do Canada e Estados Unidos, atravessam
0 Atlantico alcancando o continente Sul-Americano (ICMBIO, 2020). Chegando ao Brasil,
essas aves podem pegar diferentes rotas migratérias, permanecendo no pais de maio a setembro.

Algumas dessas aves passam pelo interior de Sdo Paulo (Figura 3.) (ICMBIO, 2020).

De acordo com (MOSTAFA et al., 2018) mais de 50% das infec¢des virais humanas
podem ser transmitidas por animais. Dessa forma a salde animal, humana e ambiental estéo
inter-relacionadas, principalmente em decorréncia da alta diversidade genética e antigénica, e
aquisicao gradual de alteragdes particulares e importantes na adaptacdo a um novo hospedeiro,
possibilitando a adaptacdo a diversos hospedeiros. Um estudo diferente realizado por SOUSA
et al. (2013) relatou a presenca de anticorpos contra H5, H7 e H9 Influenza A no sangue de 31
aves silvestres do estado de S&o Paulo, dos quais 27 foram consideradas positivas, indicando

uma infeccdo ou infecgdes consecutivas com diferentes subtipos.
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Figura 4. Areas Importantes para Aves Migratérias (areas regulares de rota, pouso, descanso, alimentag&o

e reproducdo) no estado de S&o Paulo.
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Fonte: ICMBio, 2020.

O 1AV, por se tratar de um virus com interfaces também ligadas ao ambiente, pode ser

detectado em &guas residuais, concentrado em sélidos, sendo correlacionadas em varios estudos

a presenca do RNA do IAV e a taxa de incidéncia do IAV. A vigilancia da gripe nas aguas

residuais, também ajudam na detec¢do de diferentes cepas cocirculantes, atuando efetivamente

para detectar aumento e quedas durante um surto de Influenza A, com aplicagdes que auxiliam

no monitoramento e vigilancia clinica, atuando fora da época tipica da gripe (MERCIER et al.,

2022; WOLFE et al., 2022)

A Influenza pandémica é causada por uma mudanca antigénica significativa no processo

de rearranjo. Caso dois subtipos infectem um mesmo individuo a replicagdo pode causar o
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surgimento de uma nova cepa. A nova cepa é originada de segmentos diferentes dos virus
provenientes, na qual pode ndo haver imunidade da populacdo contra a variante e se a viruléncia

for elevada pode gerar uma pandemia (KORSMAN, 2014).

3 JUSTIFICATIVA

O Brasil é um grande exportador global de carne de frango, posto isto, a propagacao da
gripe aviaria no territério nacional acarretaria um grande impacto econdmico devido as
restricdes comerciais (THOMAZELLI et al., 2012). O conhecimento da circulagdo dos virus de
baixa e alta patogenicidade em aves silvestres pode ser util para melhorar a vigilancia desses
virus, sua propagacao, mutacGes, hospedeiros e possiveis surtos. E muitas aves limicolas
migram a longas distancias, algumas migram da América do Norte, onde se reproduzem para a
América do Sul, local onde passam o inverno boreal (PEARCE et al., 2010; RODRIGUES et

al., 2009).

As aves limicolas migram do inverno boreal geralmente em setembro por rotas como:
Rota Atlantica, Rota Nordeste, Rota do Brasil Central, Rota Amazénica Central/Pantanal e Rota
Amazénica Ocidental, (ANTAS, 1983; ICMBIO, 2020) chegando a diversos municipios no
interior de S&o Paulo, incluindo a regido de Sdo José do Rio Preto, espécies como 0 magarico-
pintado (Actitis macularius), perna-amarela-pequena (Tringa flavipes), macarico-solitario

(Tringa solitaria), Talha-mar (Rynchops niger).

As migracdes dessas aves que sdo reservatorios naturais do virus Influenza, caso estejam
infectadas, s@o capazes de transmitir para outras espécies silvestres ou domesticas, assim como
mamiferos, aumentando a possibilidade de surto da gripe aviaria. O Centro de Controle de
Doengas e Prevengdo (CDC) registrou até o0 momento que nos 47 estados dos Estados Unidos

da América quase 60 mil aves domésticas foram afetadas pela IAV, e mais de 6 mil aves
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selvagens foram detectadas com a infeccdo em 50 estados, e um caso em ser humano foi

registrado no estado do Novo México (CDC, 2023).

4 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo analisar amostras de swabs orofaringeas e

cloacais de espécies aviarias da regido de Sdo José do Rio Preto para presenga de Influenza A.

Objetivos especificos:

a. Detectar a presenca do genoma viral da Influenza A em amostras de aves na
regido de Sdo José do Rio Preto — SP por meio da PCR em tempo real.

b. Realizar a subtipagem da Influenza A caso encontrada por meio do
sequenciamento de Sanger.

c. Pretende-se isolar as amostras positivas para Influenza A em cultura da
linhagem MCDK.

d. Realizar uma analise filogenética dos subtipos de Influenza A encontrados.

e. Interligar quais espécies de aves apresentaram a infeccdo viral, associando a
espécime a época sazonal e o subtipo da Influenza A.

5 METODOLOGIA

5.1 Coleta de amostras das aves
As amostras de swabs sdo provenientes do Zoologico Municipal de Sado José do Rio

Preto que é responsavel por prestar atendimentos clinicos, assim como abrigar, cuidar e
alimentar animais que foram resgatados de maus tratos ou que se encontram irregularmente
como animais domeésticos, vitimas de trafico de animais e atropelamentos. Resgatando animais
de 90 municipios da regido, até que possam ser inseridos novamente ao seu habitat ou

destinados a um abrigo (Prefeitura de S&o José do Rio Preto, 2019a).
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No total, foram coletadas diversas espécies de aves, com um maior interesse em filos
apresentadas na literatura como mais propensas a infeccdo por Influenza A: Anseriformes,
Suliformes, Gruiformes, Pelecaniformes, Galliformes e Charadriiformes. As amostras serdo
obtidas por swabs orofaringeos e cloacais e suspensas em uma solugdo antibidtica e antifungica
que permite a sobrevida do virus, conforme estabelecido no manual terrestre da Organizagéo
Mundial de Saide Animal (MOSHINSKY, 1959). Além disso, foram utilizados registros de
avistamentos do site WikiAves e o livro “Ecossistema da Represa Municipal de Sao José do
Rio Preto” da Prof* Dr* Lilian Casatti, para estabelecer as filos de maior interesse na regido de

Séo Jose do Rio Preto (Tabela 3.).

Tabela 3. Identificag¢do das aves na regido de Sao José do Rio Preto — SP de maior interesse para Influenza

A
Filo Familia Espécie Nome Comum

Suliformes Anhingidae Anhinga biguatinga

anhinga
Phalacrocoracidae Nannopterum  bigua

brasilianum

Gruiformes Aramidae Aramus cardo
guarauna

Rallidae Aramides saracura-trés-potes

cajaneus
Aramides saracura-do-mato
saracura
Gallinula galinha-d'agua
galeata
Laterallus sand-do-capim
exilis
Laterallus sand-parda
melanophaius
Mustelirallus  sana-carijé
albicollis
Pardirallus saracura-carijo
maculatus
Pardirallus saracura-sand
nigricans
Porphyrio frango-d‘agua-pequeno
flavirostris
Porphyrio frango-d‘agua-azul
martinica
Rufirallus sand-castanha

viridis


https://www.wikiaves.com.br/especies.php?t=c&c=3549805&o=1&ef=
https://www.wikiaves.com.br/wiki/anhingidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/biguatinga
https://www.wikiaves.com.br/wiki/biguatinga
https://www.wikiaves.com.br/wiki/biguatinga
https://www.wikiaves.com.br/wiki/phalacrocoracidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/bigua
https://www.wikiaves.com.br/wiki/aramidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/carao
https://www.wikiaves.com.br/wiki/saracura-tres-potes
https://www.wikiaves.com.br/wiki/saracura-do-mato
https://www.wikiaves.com.br/wiki/saracura-do-mato
https://www.wikiaves.com.br/wiki/saracura-do-mato
https://www.wikiaves.com.br/wiki/galinha-d_agua
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-do-capim
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-parda
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-carijo
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-carijo
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-carijo
https://www.wikiaves.com.br/wiki/frango-d_agua-pequeno
https://www.wikiaves.com.br/wiki/frango-d_agua-pequeno
https://www.wikiaves.com.br/wiki/frango-d_agua-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/frango-d_agua-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/frango-d_agua-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-castanha
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-castanha
https://www.wikiaves.com.br/wiki/sana-castanha

Pelecaniformes

Galliformes

Charadriiformes

Ardeidae

Threskiornithidae

Cracidae

Charadriidae

Jacanidae
Laridae

Scolopacidae

Recurvirostridae

Ardea alba
Ardea cocoi
Bubulcus ibis

Butorides
striata
Egretta
caerulea
Egretta thula

Ixobrychus
exilis
Nycticorax
nycticorax
Syrigma
sibilatrix
Tigrisoma
lineatum
Mesembrinibis
cayennensis
Phimosus
infuscatus
Platalea ajaja

Theristicus
caudatus
Ortalis remota

Penelope
obscura
Vanellus
chilensis
Jacana jacana

Phaetusa
simplex
Rynchops
niger
Sternula
superciliaris
Actitis
macularius
Gallinago
undulata
Tringa flavipes
Tringa
solitaria
Himantopus
melanurus

garca-branca-grande
garga-moura
garca-vaqueira
socozinho

garca-azul

garca-branca-pequena
socoi-vermelho

socO-dorminhoco
maria-faceira
s0c6-boi
coré-cord
tapicuru

colhereiro
curicaca

aracud-guarda-faca
jacuguagu

quero-quero

jacand
trinta-réis-grande

talha-mar
trinta-réis-pequeno
macarico-pintado

narcejéo

macarico-de-perna-amarela

macarico-solitario

pernilongo-de-costas-brancas

Fonte: CASATTI, 2021.

5.2 Extragédo por Trizol

As amostras advindas de espécies aviarias, foram inicialmente submetidas a extracao

pelo método TRIzol® Reagent (Invitrogen®) para obtencdo do RNA total, com 250 pL de


https://www.wikiaves.com.br/wiki/ardeidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-moura
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-moura
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-vaqueira
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socozinho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socozinho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socozinho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-azul
https://www.wikiaves.com.br/wiki/garca-branca-pequena
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socoi-vermelho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socoi-vermelho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/socoi-vermelho
https://www.wikiaves.com.br/wiki/maria-faceira
https://www.wikiaves.com.br/wiki/soco-boi
https://www.wikiaves.com.br/wiki/soco-boi
https://www.wikiaves.com.br/wiki/soco-boi
https://www.wikiaves.com.br/wiki/coro-coro
https://www.wikiaves.com.br/wiki/coro-coro
https://www.wikiaves.com.br/wiki/coro-coro
https://www.wikiaves.com.br/wiki/tapicuru
https://www.wikiaves.com.br/wiki/tapicuru
https://www.wikiaves.com.br/wiki/tapicuru
https://www.wikiaves.com.br/wiki/colhereiro
https://www.wikiaves.com.br/wiki/colhereiro
https://www.wikiaves.com.br/wiki/curicaca
https://www.wikiaves.com.br/wiki/curicaca
https://www.wikiaves.com.br/wiki/curicaca
https://www.wikiaves.com.br/wiki/cracidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/aracua-guarda-faca
https://www.wikiaves.com.br/wiki/aracua-guarda-faca
https://www.wikiaves.com.br/wiki/jacuguacu
https://www.wikiaves.com.br/wiki/jacuguacu
https://www.wikiaves.com.br/wiki/jacuguacu
https://www.wikiaves.com.br/wiki/charadriidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/quero-quero
https://www.wikiaves.com.br/wiki/jacanidae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/jacana
https://www.wikiaves.com.br/wiki/laridae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-grande
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-grande
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-grande
https://www.wikiaves.com.br/wiki/talha-mar
https://www.wikiaves.com.br/wiki/talha-mar
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-pequeno
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-pequeno
https://www.wikiaves.com.br/wiki/trinta-reis-pequeno
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-pintado
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-pintado
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-pintado
https://www.wikiaves.com.br/wiki/narcejao
https://www.wikiaves.com.br/wiki/narcejao
https://www.wikiaves.com.br/wiki/narcejao
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-de-perna-amarela
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-de-perna-amarela
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-solitario
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-solitario
https://www.wikiaves.com.br/wiki/macarico-solitario
https://www.wikiaves.com.br/wiki/recurvirostridae
https://www.wikiaves.com.br/wiki/pernilongo-de-costas-brancas
https://www.wikiaves.com.br/wiki/pernilongo-de-costas-brancas
https://www.wikiaves.com.br/wiki/pernilongo-de-costas-brancas
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amostra ¢ 750 pL de Trizol®, que logo apos sua adigdo foram homogeneizados por inverséo e
incubado em temperatura ambiente por 5 minutos. Seguido pela adi¢do de cloroférmio (Merck
Millipore®), homogeneizacdo por inversdo e incubacdo por 3 minutos, sendo possivel
visualizar a separagdo do DNA e RNA apds a centrifugacdo da amostra a 14.000 rpm por 15
minutos a 4°C.

Apos a centrifugacdo, observou-se a formagéo de trés fases, 0 RNA estava na regido
sobrenadante com tom transparente. A porcdo onde se encontra 0 RNA € transferida para outro
tubo onde foi adicionado 500 pL de isopropanol absoluto (Merck Millipore®), realizando
novamente a inversao para que a amostra seja homogeneizada e incubada em temperatura
ambiente por 10 minutos. Entdo, as amostras passaram por uma segunda centrifugacao a 4°C e
14.000 rpm durante 20 minutos.

Ao final do processo o liquido todo é descartado, o pellet de RNA se encontra aderido
ao tubo, onde foram adicionados 1 mL de etanol DEPEC 75% (Merck Millipore®) que também
foi centrifugado 4°C por 10 minutos a 10.000 rpm. Por fim, todo o liquido foi novamente
descartado e o tubo contendo o pellet de RNA secado a vacuo, sendo ressuspendido em 30 pL
de 4gua DEPEC (Sigma Aldrich®) ao final da extracdo e quantificado no espectrofotbmetro

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®).

5. 3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-gPCR).

O material genético extraido foi evidenciado pela reacdo de RT-gPCR (Transcri¢éo
Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real) Quanti Studio, pelo Kit
AgPath-1D™ QOne-Step (Tabela 4). Cada etapa do processo prossegui-o conforme as instrugoes
constantes no protocolo do fabricante, com controles positivos e negativos internos. Além disso,
foi utilizado o controle enddgeno beta-actina para verificacdo da integridade da amostra

submetida.
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Foi desenvolvido um conjunto de iniciadores especificos do gene matriz da Influenza
A, juntamente com uma sonda de hidrdlise, projetados para regides conservadas do virus,
conforme detalhado na Tabela 5. e baseado no trabalho de SPACKMAN et al. (2002). Além
disso, foram empregados iniciadores utilizados para controle enddgeno conforme descrito por

Van Borm et al. (2007).

Tabela 4. Iniciador de PCR e sequéncias de sonda de hidrélise para Influenza A.

Especificidade Iniciador/sonda Sequéncias (5-3)
Virus da Gripe A M 25 AGATGAGTCTTC TAA CCG AGG TCG
M 124 TGC AAAAAC ATCTTC AAG TCT CTG
M 64 FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-TAMRA

um FAM, 6-carboxifluoresceina; TAMRA, 6-carboxitetrametilrodamina.

Fonte: Traduzido (SPACKMAN et al., 2002).

Tabela 5. Iniciador de PCR e sequéncias de sonda de hidrélise para controle enddgeno Beta actina.

Especificidade Iniciador/sonda  Sequéncias (5-3)
Controle endogeno de b+632 CCT CAT GAA GAT CCT GAC AGA
Beta Actina
b-747 TCT CCT GCT CYA AYT CCA
B+696 HEX-CGT GAC ATC AAG GAG AAG CTG TG-BHQ

Um HEX, 6-Hexachloro-fluorescein: BHQ, Black Hole Quencher.

Fonte: Traduzido (Van Borm et al. 2017.)

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Coletas das amostras bioldgicas.

As 490 amostras de 245 espécimes aviarias foram coletadas da regido de S&o Jose do
Rio Preto, abrangendo cidades proximas onde os animais foram coletados e encaminhados ao

Zoolbgico Municipal para receberem tratamentos (Figura 4. e Apéndice A.).
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Figura 5. Os locais de coletas das espécies aviarias que foram levadas ao Zooldgico municipal de S&o

José do Rio Preto.
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Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 4. Apéndice A, é possivel notar que mais da metade das amostras sdo
provenientes de Sdo José do Rio Preto (60.00%), cidade na qual se encontra o Zooldgico
Municipal onde as amostras utilizadas na presente pesquisa foram obtidas. Além disso, Sdo
José do Rio Preto apresenta a maior populacdo dentre as regides, considerando que 0s resgates
por 6rgaos ambientais, que é uma das vias pelas quais 0s animais chegam ao Zoold6gico para
receber tratamento, sdo também provenientes de denlncias da populacéo.

Seguido por Catanduva (4.31%), Nova Horizonte (3.92%), Barretos (3.13%), Mirassol
(2.74%), José Bonifacio (2.35%), Votuporanga (1.96%), Bady Bassit (1.96%), Tanabi (1.96%),
Ibira (1.56%), Cedral (1.17%). As cidades de Guapiacu (0.78%), Itajobi (0.78%), Jaci (0.78%),
Mirassolandia (0.78%), Monte Aprazivel (0.78%), Paulo de Faria (0.78%), Potirendaba
(0.78%), Sales (0.78%), Uchoa (0.78%), Balsamo (0.39%), Fronteira (0.39%), ltuverava
(0.39%), Marapoama (0.39%) , Mendonca (0.39%), Nova Granada (0.39%), Olimpia (0.39%),
Onda Verde (0.39%) e Urupés (0.39%), foram as cidades com as menores porcentagens de
coleta das espécies aviarias. Por fim, apenas um local de coleta ndo foi identificado (0.39%).

As 29 cidades sdo do interior do estado de Sdo Paulo, somente 0 municipio Fronteira

pertence a outro estado, Minas Gerais. As espéecies aviarias nao pertencem somente a cidade de
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Sao José do Rio Preto, mas também a regido, permitindo uma observacdo mais abrangente da
situacdo de salde desses animais e dos locais onde foram coletadas. No entanto, vale ressaltar
que em algumas cidades o numero de coletas foi mais baixo, dessa forma seria necessario
aumentar esse numero para aumentar a confiabilidade em relacdo a situacdo encontrada na

regido.

6.2 RT-qgPCR

Os resultados obtidos pela técnica RT-gPCR evidenciam que 193 (78.77%) espécimes
aviarias testadas para controle enddgeno foram positivas, enquanto 52 (21.22%) das 245 foram
negativas (Grafico 1.). O controle endégeno amplifica uma sequencia naturalmente presente
nas amostras “gene Housekeeping”, um gene conservado e constantemente expressado do
organismo e leva em consideracdo os fatores que podem afetar o resultado da RT-qPCR, como
a qualidade da amostra, degradacdo, eficiéncia do RT-gPCR, purificacéo e inibicdo (BORM et
al., 2007, p. 213). Posto isto, € possivel inferir que as 52 amostras negativas para o controle
enddgeno obtiveram certo nivel de degradacdo, o que foi posteriormente relacionado ao local
de armazenamento das amostras. Ou seja, por terem sido armazenas em freezers de geladeiras
comuns a -20°C. Sendo o problema sanado ao armazenar as amostras em freezers -80°C.

Em relacdo a detec¢dodo virus, todas as amostras testadas para o controle enddgeno,
adequadas para o teste, foram negativas para presenca do virus da gripe aviaria. Sendo possivel
correlacionar a falta de resultados positivos a regido de coleta dessas espécies aviarias, no
interior de S&o Paulo, longe da regido litoranea onde os focos de infeccdo foram registrados
(Figura 2.). Considerando também que é um virus notavelmente presente em espécies de
ambientes mais imidos e aquaticos (OLSEN et al., 2006), com demonstracdes que o virus da
gripe permanece infecioso na dgua de lagos por 4 dias a 22°C e mais de 30 dias em temperaturas
menores (0°C). Com alta prevaléncia do virus que se relaciona ao local aquatico que os animais
se encontram e a eficiéncia na transmisséo via fecal-oral, é possivel associar a incidéncia focos
de infeccgéo as regides litoraneas do pais, que sdo ambientes aquaticos (WEBSTER et al., 1978).

No entanto, aves migratorias sdo potenciais distribuidoras dos virus por paises e até
continentes, conectando aves pelas principais rotas migratorias em criadouros ou locais de ndo
reproducdo em comum, infectando e transmitindo os patdégenos para outras populacdes que
entdo podem chegar a outras areas (VAN DE KAM; ENS; PIERSMA, 2004). Portanto, a
propagacao do virus em regides mais afastadas do litoral, como nas regifes de Sdo José do Rio

Preto pode ocorrer.
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Gréfico 1. Porcentagem das amostras que foram negativas para RT-qPCR do controle enddgeno Beta-

actina.

21.22%

78.77%

Negativas = Positivas

Fonte: Autoria propria.

6. 3 Espécies aviarias

No total foram coletadas 490 amostras orofaringeas e cloacais de 245 espécimes
avidrias, alcancando cerca de 15 ordens, 20 familias e 44 espécies (Tabela 6). As amostras
foram extraidas para obtencdo do RNA total e entdo submetidas a Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (RT-gPCR).

As ordens frequentemente encontradas na literatura como reservatorios que foram
amostradas sdo aves de ambientes aquaticos como Anseriformes (patos, gansos e cisnes) e
Charadriiformes (andorinhas-do-mar e limicolas) (Olsen et al., 2006, p. 384). Amostras dos
animais coletados da ordem Anseriformes constituiram-se em apenas 10 (4.08%) e
Pelecaniformes 7 (2.85%). O grande numero de Psittaciformes 88 (35.91%) é devido a

abundancia de diversas “maritacas” na regido do Estado de Sao Paulo.

Tabela 6. A classificagdo taxondmica das espécies que foram analisadas no presente projeto.

Classificacéo Quantidade
Accipitriformes 14
Accipitridae
Geranoaetus albicaudatus 2
Rupornis magnirostris 12
Anseriformes 10
Anatidae

Alopochen aegyptiaca
Cairina moschata
Dendrocygna autumnalis

N s B

Nomonyx dominicus



Spatula querquedula
Anhimidae
Anhima cornuta
Caprimulgiformes
Caprimulgidae
Nyctidromus albicollis
Cariamiformes
Cariamidae
Cariama cristata
Cathartiformes
Cathartidae
Coragyps atratus
Charadriiformes
Charadriidae
Vanellus chilensis
Columbiformes
Columbidae
Columba livia
Columbina
Patagioenas picazuro
Zenaida auriculata
Cuculiformes
Cuculidae
Guira guira
Falconiformes
Falconidae
Caracara plancus
Falco sparverius
Nyctibiiformes
Nyctibiidae
Nyctibius griseus
Passeriformes
Icteridae
Gnorimopsar chopi
Icterus pyrrhopterus
Thraupidae
Thraupis sayaca
Tyrannidae
Colaptes campestris
Pitangus sulphuratus
Tyrannus savana
Pelecaniformes
Ardeidae
Ardea alba
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15

15
13

13

26

18

13
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Bubulcus-ibis
Butorides striata
Threskiornithidae
Theristicus caudatus
Piciformes

Ramphastidae
Pteroglossus
castanotis

Ramphastos toco
Psittaciformes
Psittacidae

Amazona aestiva
Amazona amazonica
Ara ararauna
Aratinga auricapillus
Brotogeris chiriri

Eupsittula aurea
Psittacara
leucophthalmus

Strigiformes
Strigidae
Athene cunicularia
Megascops choliba
Pulsatrix perspicillata
Strix virgata
Tytonidae
Tyto furcata
Na&o identificado
Total Geral
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16

15
88

= W N ol

10
13

54
30

11

12

245

7 CONSIDERACOES FINAIS

Fonte: Autoria prépria

Os resultados do RT-qPCR para Influenza A das 490 amostras de 245 espécimes

aviarias da regido de S&o José do Rio Preto foram negativas. Indicando auséncia da infecgéo

pelo virus. Esses resultados sugerem que devido a localizacéo no interior de Sao Paulo, distante

da regido litoranea do pais onde diversos surtos estdo sendo relatados do virus H5N1.

Em relacdo aos 21.22% das amostras que foram negativas para o controle endégeno

Beta-actina, observou-se que devido ao armazenamento das amostras em freezer de geladeiras

comuns (-20°C) apds a coleta, ocorreu degradacdo do material bioldgico até 0 momento de

serem encaminhadas ao laboratdrio e analisadas.
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Por fim, devido ao aumento dos numeros de casos do subtipo H5N1 no Brasil,
incluindo casos notificados no estado de S&o Paulo, é possivel que a presenca de Influenza A,
na regido de Sdo José do Rio Preto seja detectada em breve. O 1AV tem alto potencial de
propagacao e alguns subtipos apresentam alta patogenicidade, como no caso do H5N1, sendo
responsaveis por diversas mortes. O monitoramento de um virus que prevalece a tantos séculos
causando pandemias, provocando mortes é essencial para impedir que o presente repita a

historia.
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municipios.

Local de coleta
Bady Bassit
Balsamo
Barretos
Catanduva
Cedral
Fronteira
Guapiacu
lbira
Itajobi
Ituverava
Jaci
José Bonifacio
Marapoama
Mendonga
Mirassol
Mirassolandia
Monte Aprazivel
Nova Granada
Nova Horizonte
Olimpia
Onda Verde
Paulo de Faria
Potirendaba
Sales
Sao0 José do Rio Preto
Tanabi
Uchoa
Urupés
Votuporanga
Total geral

Contagem
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APENDICE A — Tabela de quantidade e porcentagem de espécies aviarias por

%
0.39
1,96
0.39
3.13
431
1.17
0.39
0.78
1.56
0.78
0.39
0.78
2.35
0.39
0.39
2.74
0.78
0.78
0.39
3,92
0.39
0.39
0.78
0.78
0.78

60.00
1,96
0.78
0.39
1,96

100%

40
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