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RESUMO

O Brasil ocupa o 2º lugar no ranking de exportação de frango do mundo. Essa posição detém
uma boa parte da economia do país. Dessa forma, doenças que afetam as aves nas granjas são
de suma importância e requerem investigação, pois o acometimento dos frangos por doenças
mortais causa enormes prejuízos na economia. Duas doenças de grande importância na
avicultura são a Influenza Aviária e a doença de Newcastle. No caso de ambas as doenças, se
as aves forem infectadas, todo o plantel deve ser sacrificado, devido à alta capacidade de
transmissão do vírus e sua consequente mortalidade. As duas doenças são transmitidas
principalmente por aves migratórias silvestres para aves domésticas. Isso gera grande
preocupação no comércio avícola, uma vez que essas aves não têm controle de entrada e saída
no país. Portanto, uma das maneiras mais eficazes de monitorar a presença do vírus no país é
por meio da análise e detecção de material genético em águas residuais, uma vez que os
resíduos urbanos se concentram nelas e que, atualmente são consideradas, uma ferramenta de
alerta precoce para o monitoramento e a tendência de infecção de diversas doenças virais.
Além disso, a vigilância de águas residuais permite a detecção de doenças que acometem a
população antes mesmo de gerar sintomas, possibilitando assim, uma profilaxia caso seja
detectada. Assim, o objetivo deste estudo é identificar a presença do vírus da Influenza aviária
e Newcastle em amostras de esgoto bruto da cidade de São José do Rio Preto ao longo de 12
meses, comparando os resultados com a sazonalidade. Para isso, foram analisadas 52
amostras correspondentes a cada semana durante um ano, de setembro de 2022 a setembro de
2023. Primeiramente, foi realizada a clarificação dessas amostras para a formação do pellet
viral, seguida pela extração de RNA. Ao final, foi conduzido o PCR em tempo real para os
dois vírus, com a utilização de controles positivos e controle exógeno (Pepper Mild Mottle
Virus). Ao término do estudo, todas as 52 amostras resultaram negativas para os dois vírus, e
o controle exógeno positivou conforme o esperado, evidenciando o sucesso deste estudo
piloto na vigilância ambiental contra os vírus da doença de Newcastle e da Influenza aviária.

Palavras–chave: Águas residuais. Vírus da influenza aviária; Vírus da doença de Newcastle;

Doenças aviárias; Vigilância ambiental; PCR em tempo real; Controle exógeno.



ABSTRACT

Brazil occupies 2nd place in the ranking of chicken exports in the world. This position holds a
good part of the country's economy. Therefore, diseases that affect birds on farms are of
paramount importance and require investigation, as chickens being affected by deadly
diseases causes enormous losses to the economy. Two diseases of great importance in poultry
farming are Avian Influenza and Newcastle disease. In the case of both diseases, if the birds
are infected, the entire flock must be terminated, due to the high transmission capacity of the
virus and its consequent mortality. The two diseases are mainly transmitted by wild migratory
birds to domestic birds. This raises great concern in the poultry trade, since these birds have
no control over their entry and exit into the country. Therefore, one of the most effective ways
to monitor the presence of the virus in the country is through the analysis and detection of
genetic material in wastewater, since urban waste is concentrated in wastewater and which is
currently considered an early warning tool for monitoring and infection trends of various viral
diseases. Furthermore, wastewater surveillance allows the detection of diseases that affect the
population even before they generate symptoms, thus enabling prophylaxis if detected.
Therefore, the objective of this study is to identify the presence of avian influenza and
Newcastle viruses in samples of raw sewage from the city of São José do Rio Preto over 12
months, comparing the results with seasonality. For this, 52 samples corresponding to each
week were analyzed for one year, from September 2022 to September 2023. First, these
samples were clarified to form the viral pellet, followed by RNA extraction. Finally, real-time
PCR was conducted for both viruses, using positive controls and exogenous control (Pepper
Mild Mottle Virus). At the end of the study, all 52 samples were negative for both viruses, and
the exogenous control was positive as expected, demonstrating the success of this pilot study
in environmental surveillance against Newcastle disease and avian influenza viruses.

Keywords: Residual waters. Avian influenza virus; Newcastle disease virus; Avian diseases;

Environmental surveillance; Real-time PCR; Exogenous control.
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1. INTRODUÇÃO

O Brasil é considerado um dos países com a maior biodiversidade de aves silvestres,

contando com 1.919 espécies (Eco, 2020). Dessas, 198 apresentam o comportamento de aves

migratórias, sendo majoritariamente aquáticas (Eco, 2020). Além de toda a rica população de

aves selvagens, o país também se destaca na criação de aves domésticas e de subsistência,

como frangos, ocupando o 2º lugar no ranking mundial de produtores de frango (ABEF,

2023). Essa posição é geradora de empregos, exportações e renda para o país, sendo tão

significativa que qualquer comorbidade que afete as aves de produção resulta em enormes

prejuízos econômicos, tornando-se uma questão de saúde pública. Sem contar com toda a

fauna aviária silvestre que é prejudicada e que deve ser conservada.

Uma das mais graves doenças que afetam as aves e geram perdas enormes é a

Influenza Aviária, causada pelo vírus pertencente à família Orthomyxoviridae, do Tipo A

(Buchen-Osmond, 2003), que possui diversos subtipos, sendo o mais comum o H5N1

(Medina, R. et al., 2011). As aves mais frequentemente infectadas são patos, marrecos, gansos

selvagens e gaivotas; e a forma que o vírus entra no país mais facilmente é pelas aves

migratórias já citadas, que contaminam as aves silvestres brasileiras, transmitindo para aves

domésticas e/ou de subsistência presentes em granjas (Consórcio Global, 2016).

Assim que uma ave é infectada, todo o plantel deve ser considerado em risco, visto

que a transmissão da doença ocorre por meio de secreções nasais, fezes, ração e água, e

acontece de maneira muito rápida (Ganar K, et al, 2014). A Influenza aviária é uma doença de

notificação federal devido à taxa de mortalidade, que chega aos 100% em menos de 48 horas

depois que iniciam os sintomas (Gov.br, 2023). Em outras palavras, se uma ave é infectada,

ela morre rapidamente e contamina outras aves devido à grande capacidade de transmissão.

Portanto, como forma de proteção, caso uma ave de granja seja diagnosticada com o vírus,

todo o plantel deve ser sacrificado para conter surtos (Secretaria de Defesa Agropecuária,

2009), gerando a paralisação das exportações e consequentes prejuízos econômicos.

Vale destacar que, em 2023, um alerta zoosanitário foi instaurado pelo Ministério da

Agricultura e Pecuária devido à confirmação de casos de Influenza Aviária altamente

patogênica no país. Isso significa que o Brasil ainda não está livre da doença, e uma vigilância

contínua deve ser realizada para rastrear o vírus e permitir que medidas profiláticas sejam

tomadas antes de um surto.

Outra doença aviária de notificação obrigatória, que representa a enorme importância

devido à letalidade e transmissão é a Doença de Newcastle, causada por um vírus da família
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Paramyxoviridae (Brown et al., 1999); também altamente patogênica. A transmissão ocorre

por meio de secreções, fezes, cama de aviário, ração e água, ocorrendo descontroladamente;

além disso, o vírus pode ser introduzido no país por aves migratórias. Por consequência,

surtos dessa doença em granjas ou plantéis geram perdas econômicas inestimáveis. Como no

caso da Influenza Aviária, se uma ave testa positivo para a doença, todo o plantel deve ser

sacrificado para conter surtos subsequentes (Paulillo, A.C. et al., 2000). Deviso aos gastos e

custos com vacinas e remédios, ela é considerada a doença de maior impacto entre as aves

(Alexander, D.J., 2003).

No entanto, um diferencial da doença de Newcastle em relação à Influenza Aviária é a

existência de vacinação (Ganar K. et al., 2014). Todas as aves importadas que chegam ao

Brasil são vacinadas contra a DNC, controlando a circulação do vírus no país e no mundo,

sem nenhum caso registrado no Brasil desde 2006 (DSA, 2020). Contudo, é necessário manter

a vigilância desse patógeno para garantir que não haja nenhum indício da ocorrência desse

vírus no Brasil, que possa resultar em novos surtos.

Uma das maneiras mais eficientes de realizar a vigilância, é utilizando a pesquisa por

meio das águas residuais, visto que não necessita de contato com as aves. Esse tipo de

vigilância permite obter informações sobre as doenças infecciosas que afetam a população em

diferentes períodos do ano, uma vez que, no caso da gripe, os vírus são eliminados nas fezes

do paciente infectado (Chan et al, 2011). Assim, esse rastreamento possibilita a identificação

dos possíveis vírus que as aves migratórias poderiam trazer ao país, uma vez que o controle

delas é dificultado por serem livres. À vista disso, caso essas aves defequem em locais

comuns, os dejetos serão levados até uma Estação de Tratamento de Esgoto e poderão ser

detectados. A vigilância de águas residuais é utilizada como uma importante ferramenta na

detecção de vírus e é capaz de identificar possíveis surtos na cidade antes mesmo de sua

ocorrência, facilitando e otimizando o tempo para que ações de prevenção e tratamento sejam

tomadas antes que o vírus se espalhe (Randazzo, W. et al., 2020). Dessa forma, a detecção

precoce no caso das doenças aviárias daria tempo útil e necessário para que os serviços

veterinários e granjas tomassem medidas preventivas para evitar a ocorrência de novos surtos.

1.1. Características gerais da doença e os tipos

Os vírus Influenza (InFV) possuem diversos tipos e subtipos e são os causadores de

constantes epidemias e pandemias de gripe durante toda a história da civilização humana,

acometendo e adoecendo milhares de pessoas por ano. Possuem 3 tipos: tipo A, tipo B e tipo
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C, sendo o tipo A, o maior causador de gripes e surtos atualmente (Gaitonde, 2021). De

acordo com a OMS, a pandemia de gripe foi considerada uma das 10 ameaças à saúde global

em 2019 (Organização Mundial da Saúde, 2022). Nesse contexto, a primeira pandemia de

Influenza conhecida foi a Gripe Espanhola, a qual ocorreu em 1918 e acometeu 50% da

população com mais de 40 milhões de óbitos na época. No Brasil, cerca de 65% da população

foi infectada e mais de 30 mil morreram (Alexander, 1995; Lvov et al., 1978; Webster et al.,

1992); a gripe espanhola teve sua origem no vírus aviário do tipo A subtipo H1N1. Além

disso, em 1957 houve a pandemia da chamada ‘gripe asiática’, e em 1968, a pandemia da

‘gripe de Hong Kong’; ambas também causadas pelo InFV. Estas pandemias resultaram em

danos estimados em cerca de 32 bilhões de dólares para a economia mundial, principalmente

devido à perda de produtividade, despesas com medicamentos e internações (World Health

Organization, Influenza Fact Sheet 211, 1999). Coletivamente, essas informações demonstram

o elevado impacto da Influenza no contexto de doenças infecciosas e suas consequências para

a sociedade.

Em 2009 ocorreu a chamada ‘primeira pandemia do século 21’: a epidemia global da

gripe H1N1 (uma cepa do vírus Influenza A) que infectava anteriormente porcos (Fiocruz,

2021). Esta também ficou conhecida como gripe suína e, após quatro meses da sua

descoberta, disseminou-se com alta velocidade para mais de 120 países, visto que a vacina

ainda não estava disponível a tempo hábil (Krammer, F. et. al, 2018). O Brasil foi seriamente

afetado e houve mais de 44 mil pessoas com diagnóstico confirmado para a doença na referida

época (Fiocruz, 2021). Dentre as causas que culminaram nesse desfecho epidemiológico,

merece destaque o reconhecimento tardio da transmissão comunitária no país, gerando o

descontrole da quantidade de infectados e, assim, era impossível rastrear o vírus e conter o seu

avanço (Bellei; Melchior, 2011). Para monitorar e poder controlar uma pandemia de gripe, por

exemplo, é necessária uma vigilância de rotina, justamente para que haja tempo hábil para a

implementação de intervenções e contenções de saúde pública (Zheng, X., et al, 2023).

1.1.1 Características da Influenza aviária.

A Influenza aviária (IA), também conhecida como gripe aviária, é considerada uma

doença altamente contagiosa com distribuição mundial e com picos de epidemia ao longo dos

anos (Lupiani, 2009). É considerada uma das enfermidades avícolas da Lista A da

Organização Mundial de Saúde Animal, de notificação obrigatória ao Serviço Veterinário

Oficial do Brasil, devido sua grande capacidade de transmissão e letalidade (Revista de Saúde
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Pública, 2006). Possui como agente etiológico o vírus da Influenza tipo A, pertencente à

família Ortomyxoviridae e ao gênero Infuenzavirus (Buchen-Osmond, 2003). Possui cadeias

de RNA fita simples de sentido negativo, com oito segmentos, nucleocapsídeo envelopado e

genoma segmentado. Apresenta diversos subtipos, sendo o mais comum, o H5N1, de alta

patogenicidade e o que mais causa morte de aves atualmente. Surtos desse subtipo foram

registrados pela primeira vez em Guangdong, na China em 1996, gerando diversos prejuízos

econômicos e de saúde pública (Vijaykrishna D. et al, 2008).

Os oito segmentos genômicos dos InFV e, consequentemente, da IA, estão associados

à nucleoproteína (NP) (Klumpp et al., 1997), assim como a um complexo de polimerase viral

(Brown, 2000), os quais são responsáveis por codificar subunidades da RNA polimerase e

glicoproteínas virais, incluindo as hemaglutininas (HA) e neuraminidases (NA) (Krammer, F.

et al., 2018). Estas últimas são responsáveis pela variação nos subtipos de Influenza, como

H1, H2, H3, N1 e N2, e localizam-se na superfície viral (Figura 1). A HA é a proteína

encarregada da ligação do patógeno à célula hospedeira, enquanto a NA (N1 ou N2) auxilia

na entrada do vírus na célula hospedeira (Kathryn D. Huggett; Floyd C. Knoop, 2007) por

meio da degradação do ácido siálico presente no muco extracelular. Além disso, a NA

também desempenha um papel crucial na dispersão do vírus, facilitando a ligação aos

receptores de HA na superfície celular (Golono M., 2009).

De modo geral, os subtipos de HA são classificados em grupos com base em suas

características estruturais. A gripe aviária pertence ao grupo 1, que inclui os clados H1a, H1b

e HP, abrangendo o subtipo H1N1, responsável por epidemias previamente mencionadas em

1918 e 2009, bem como cepas sazonais de H1N1. Além disso, o grupo engloba os subtipos

H5 HA, que incluem as cepas H5N1 da gripe aviária altamente patogênica (Medina, R. et al.,

2011).

Figura 1: Estrutura geral do vírus Influenza A. Demonstração do tamanho e características como

glicoproteínas de superfície (hemaglutininas e neuraminidases), proteínas M1 e M2 e as três subunidades de

RNA polimerase: PB1, PB2 e PA.
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Fonte: Krammer, F., Smith, GJD, Fouchier, RAM et al. Gripe (2018).

Os três maiores segmentos de RNA do vírus codificam as três subunidades de RNA

polimerases, dependentes do RNA viral (PB1, PB2 e PA), que são responsáveis pela

replicação na célula infectada e hospedeira (Krammer, F. et. al, 2018). Além disso, os

segmentos 6 e 8 do RNA codificam mais de uma proteína: a proteína da matriz (M1), a

proteína de membrana (M2) e a proteína não estrutural NS1 (Krammer, F. et. al, 2018). A

proteína M1 é envolvida por uma bicamada lipídica derivada da célula hospedeira (Braakman;

Anken, 2000) e é responsável por fornecer uma estrutura que auxilia o vírion e regula o

tráfego dos segmentos virais na célula. Por outro lado, a proteína M2 é um canal iônico de

prótons necessário para a entrada e saída viral (Krammer, F. et. al, 2018). Ela também permite

a acidificação do interior dos vírions quando estão nos endossomos celulares, favorecendo o

desempacotamento viral (Hilleman, 2002). Quanto à proteína NS1, ela é responsável por

inibir as respostas antivirais do hospedeiro nas células infectadas (Krammer, F. et. al, 2018).

Assim que um animal é infectado pelo vírus, este alcança uma célula e as partículas

virais, por meio da HA, se ligam aos receptores na superfície celular do hospedeiro,

permitindo a entrada do vírus na célula (Figura 2). Posteriormente, os nucleocapsídeos

migram para o núcleo da célula e as proteínas polimerases iniciam a transcrição dos RNAs

dos vírions (vRNAs) em mRNA. Estes últimos são utilizados na tradução de proteínas virais

(Yewdell; García-Sastre, 2002). Devido ao fato de que a infecção pelo vírus da IA ocorre

principalmente em células de rápida multiplicação, como as do trato respiratório e digestivo,

secreções respiratórias e fezes podem conter uma carga viral elevada (Revista de Saúde

Pública, 2006).
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Figura 2: Ciclo de vida do vírus Influenza. Demonstração da ligação do patógeno com a célula

hospedeira, a endocitose para o citoplasma a partir da acidificação, a liberação do vRNA que é direcionado ao

núcleo celular, a síntese de proteínas para a formação de RNP e o brotamento de um novo vírus.

Fonte: Modificado de Itzstein 2007. Yewdell e García-Sastre, Influenza vírus still surprises, 2002.

O IVA possui uma elevada variabilidade antigênica, o que contribui para a sua rápida

disseminação entre diversos reservatórios animais, incluindo porcos, cavalos, aves, focas e

baleias. Isso ocorre devido à alteração das propriedades antigênicas das glicoproteínas de

superfície, como as HA e as NA, permitindo-lhe escapar do sistema imunológico do

hospedeiro e, consequentemente, gerar novos picos de epidemias e pandemias (Golono, M.,

2009).

A gripe aviária é responsável por causar graves danos ao comércio de aves, sejam elas

domésticas ou selvagens, e também pode afetar suínos, bovinos e seres humanos (GOV.BR,

2023). Nas aves, o risco de infecção é elevado, uma vez que a disseminação no plantel ocorre

rapidamente, afetando múltiplos órgãos e resultando em uma taxa de mortalidade de até 100%

das aves afetadas em menos de 48 horas. A IA é dividida em dois tipos: de baixa

patogenicidade (IABP), que geralmente causam poucos ou nenhum sinal clínico nas aves, e de

alta patogenicidade (IAAP), devido aos graves sinais clínicos e altas taxas de mortalidade

aviária (Gov.br, 2023). Os sintomas mais comuns que devem ser observados incluem

dificuldade respiratória, secreção nasal ou ocular, torcicolo, diarreia e dificuldade de

locomoção, podendo levar à morte (Mapa). Em 2005, um vírus IAAP H5N1 foi responsável

por surtos em aves aquáticas no lago Qinghai, no oeste da China, resultando em uma elevada

mortalidade das aves e levantando preocupações sobre o potencial do vírus em causar danos

ambientais e econômicos (Chen H. et al, 2005). A cepa H5N2 da IAAP surgiu provavelmente
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de mutações no local de clivagem da HA, devido à introdução de um vírus IABP da cepa

H5N2 de aves selvagens em aves domésticas (Vijaykrishna, D. et al, 2008).

1.1.2 A transmissão da Influenza aviária

A transmissão dentro dos plantéis ocorre de forma acelerada, uma vez que pode se dar

por meio de secreções nasais, fezes, ração, água, ovos e carcaças de animais contaminados.

Além disso, o IVA pode se alojar em roupas, calçados, veículos e outros materiais; nesse

sentido, até mesmo roedores podem transportar os vírus para as granjas (Ganar K, et al,

2014). Uma vez que o vírus chega às granjas, o controle é dificultado, principalmente devido

ao período de incubação do vírus, que é de 3 dias, mas nos plantéis pode se estender a até 14

dias. Isso significa que as aves nos plantéis tornam-se mais suscetíveis à contaminação, uma

vez que, até que uma ave infectada apresente sintomas, diversas outras já podem ter sido

infectadas (Rev. Saúde Pública, 2006).

As aves domésticas mais suscetíveis à contaminação por IA incluem patos, galinhas,

codornas, faisões e gansos, enquanto aves silvestres como gansos selvagens, marrecos,

gaivotas e garças também apresentam alta suscetibilidade. Análises de amostras de esgoto e

de rios, conduzidas por Webster, R. G, et. al (1992), sugerem que as aves aquáticas,

especialmente os Anseriformes e Charadriiformes (Domanska-Blicharz et al, 2010),

representam os principais reservatórios naturais do vírus com potencial pandêmico (Webster

et. al, 1992). Estas aves, quando contaminadas, não apresentam sintomas, o que lhes permite

transportar o vírus por longas distâncias, facilitando sua disseminação e possibilitando a

infecção de aves saudáveis (GOV.BR, 2023). Estudos sobre a ecologia dos InFV

demonstraram que estes são perpetuados em aves aquáticas, levando à hipótese de que estas

constituem a fonte primária de todos os InFV em outras espécies (Hinshaw, V. S. et al, 1982).

A introdução do vírus no país e a subsequente transmissão ocorrem principalmente por

meio de aves migratórias, que trazem o patógeno ao Brasil. Essas aves se reúnem em locais de

reprodução e disseminam os vírus ao longo de suas principais rotas de voo (Consórcio Global,

2016). Além disso, algumas aves originadas no Brasil migram para outros locais durante os

períodos de descanso reprodutivo. Com isso, elas podem retornar ao país contaminadas,

disseminando o vírus para aves não migratórias e até mesmo para países vizinhos (Golono,

M., 2009). Várias aves também deixam seus países de origem e chegam ao Brasil em busca

de alimento, o que representa um risco, visto que o Brasil possui medidas de proteção contra a

IA, o que pode não ocorrer nos países de origem dessas aves (Golono, M., 2009).
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Em maio de 2023, o Ministro da Agricultura do Brasil declarou emergência

zoossanitária devido à detecção do IAAP (H5N1) em aves silvestres no país.

Preocupantemente, o início do alerta coincide com o período de migração das aves no Brasil,

ou seja, início do outono e da primavera (Governo do Estado de São Paulo, 2023). No Brasil,

foram registradas 152 espécies de aves migratórias, das quais 101 são aves aquáticas. Entre as

diversas rotas migratórias, duas passam pelo Brasil: a rota migratória do Atlântico, que ocorre

principalmente no litoral do país, e a rota migratória do Mississipi, que atravessa o interior do

país (Figura 3) (Golono, M., 2009). O período de migração das aves coincide com o clima frio

no Brasil, o que agrava a situação, visto que, de acordo com Katarzyna Domanska-Blicharz et

al. (2010), um estudo sobre a sobrevivência do vírus H5N1 em diferentes tipos de água e

concentrações revelou que o vírus pode sobreviver em temperaturas abaixo de 4°C e em

ambientes úmidos. Portanto, o vírus chega ao país na época mais fria e mantém sua

estabilidade, aumentando o risco de contaminação e infecção.

Figura 3: Rotas migratórias das aves aquáticas silvestres. Demonstração das principais rotas migratórias que

passam pelo Brasil.

Fonte: Hurtado, Renata, Vigilância Epidemiológica dos Vírus da Influenza Aviária em Aves Migratórias na

Região Costeira da Amazônia, 2014.

1.1.3 Transmissão da IA para humanos

Alguns subtipos do InFV, como o IA, podem ser transmitidos entre diferentes espécies,

incluindo os humanos, se estes tiverem contato direto com aves infectadas ou através do

contato indireto com as secreções das aves contaminadas. Nos seres humanos, os sintomas da

IA assemelham-se aos da gripe, no entanto, as taxas de mortalidade são elevadas para os

indivíduos contaminados. Como consequência, se a transmissão ocorrer de forma abrupta,

envolvendo cepas com grandes variações antigênicas em uma população sem imunidade, o
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desfecho epidemiológico tende a evoluir para proporções pandêmicas (Kathryn D. Huggett;

Floyd C. Knoop, 2007). Portanto, além de toda a preocupação com o comércio e com as aves,

o vírus da IA é uma questão de saúde pública, pois, embora raro, pode infectar seres humanos,

o que aumenta a possibilidade de surgirem novas cepas mais letais (Figura 4).

Figura 4: Casos humanos de Influenza aviária, desde 1997.

Fonte: Revista de Saúde Pública, 2006.

1.1.4 Importância do controle da IA para a saúde pública e economia.

Assim, percebe-se que a gripe aviária representa um problema econômico e de saúde

pública no país. Se um animal de uma granja é infectado, todo o plantel deve ser sacrificado

para conter surtos, resultando na completa paralisação das importações e exportações de carne

e insumos derivados de granjas. De acordo com a Associação Brasileira dos Produtores e

Exportadores de Frango (ABEF, 2023), o Brasil ocupa o 2° lugar no ranking de produtores de

frango. Já no ranking de exportadores, o Brasil está em primeiro lugar, o que destaca a

relevância econômica e a necessidade de controle dessa doença no país. Até 27 de outubro de

2023, o Brasil registrou 135 casos positivos de IAAP, sem contar os casos em investigação e

os casos em andamento. Dos casos confirmados, 132 ocorreram em aves silvestres, 3 em aves

de subsistência e nenhum em aves comerciais (MAPA, 2023). Isso evidencia a urgência de

controlar a doença no país, dada a confirmação dos casos no Brasil, em 2023, a partir de maio

e a possibilidade de mais aves serem infectadas.

Em 2005, a Organização Mundial da Saúde projetou uma pandemia causada pelo

H5N1 que poderia afetar de 20 a 50% da população mundial. Isso destaca a importância de o

país estar preparado para qualquer tipo de situação, permitindo-se precaver a tempo e elaborar
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planos de contingência para evitar a disseminação do vírus (WHO, 2005). Diante disso,

torna-se necessário conduzir vigilância e estudos epidemiológicos abrangentes sobre a IA em

todo o território nacional. Isso é crucial para rastrear e controlar linhagens virais com

potencial para se tornarem um importante problema zoossanitário. Uma das maneiras de

realizar essa vigilância mais abrangente é por meio da vigilância ambiental, que inclui a

monitorização de águas residuais.

1.2 Características gerais da doença de Newcastle

A doença de Newcastle (DNC) é considerada uma doença viral com distribuição

mundial, sendo principalmente endêmica em países do terceiro mundo e em desenvolvimento,

onde a agricultura é a principal fonte de renda (Ganar K, et. al, 2014). A DNC também pode

ser referida como doença de Ranikhet, nome da cidade na Índia onde a doença teve sua

origem. O nome da enfermidade deriva de suas primeiras detecções na história: a primeira

ocorreu em 1926 na Indonésia (Kaleta E; Baldauf, 1988), seguida pela segunda detecção em

Newcastle upon Tyne, na Inglaterra (Doyle, 1927; Kraneveld, 1926). No entanto, surtos

também ocorreram e continuam a acontecer em diversos países, como Austrália, Coréia, Sri

Lanka e Japão (Ganar K. et. al, 2014). A doença permanece ativa em todo o mundo, com

casos recentes registrados em Camarões, Nigéria e Israel, e também com casos positivos em

pinguins.

No Brasil, o controle da DNC é oficialmente conduzido pelo Ministério da Agricultura

e Pecuária (MAPA) e é considerada uma doença exótica na avicultura brasileira, mas de

grande risco (Oliveira Junior et al., 2003). Juntamente com a IA, a DNC é considerada

devastadora em relação às doenças de aves de criação. Surtos dessa doença em plantéis

comerciais avícolas resultam em severas perdas econômicas, uma vez que quase 100% das

aves infectadas morrem, e o índice de transmissão também é elevado (Paulillo, A.C. et al.,

2000). À vista disso, a DNC é atualmente considerada a doença de maior impacto econômico

entre todas as doenças animais, devido aos gastos com erradicação, custos com vacinas e

prejuízos decorrentes dos surtos (Alexander, D.J., 2003).

1.2.1 Características específicas do vírus de Newcastle

A DNC é considerada uma zoonose de classe 2, podendo ser transmitida aos humanos.

No entanto, a infecção não é grave e não há relatos de transmissão entre humanos. É causada
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por um vírus pertencente ao Gênero Avulavirus e à Família Paramyxoviridae, subfamília

Paramyxovirinae (Brown et al., 1999), sendo também chamado de Paramixovírus aviário

sorotipo 1 (APMV-1) (Flores M.L., 2006). Trata-se de um vírus de RNA de sentido negativo,

fita simples e não segmentado (de Leeuw; Peeters, 1999; Krishnamurthy; Samal, 1998;

Phillips et al., 1998). O genoma do RNA desse vírus possui 15.186 bases e seis genes que

codificam 6 proteínas estruturais, na direção de 3 ́5´, respectivamente: nucleoproteína,

fosfoproteína, matriz, fusão, hemaglutinina-neuraminidase e proteína grande (Figura 5)

(Chambers et al., 1986; Wilde et al., 1986). No total, foram descritos 9 sorotipos de

Paramixovírus aviários, sendo eles: APMV-1 a APMV-9. Houve registro de patologias em

aves domésticas com estirpes de vírus dos sorotipos APMV-2, APMV-3, APMV-6 e APMV-7.

No entanto, o APMV-1 é o de maior importância e ocorrência (Flores M.L., 2006).

O vírus de Newcastle (NDV) é um vírus envelopado que possui cerca de 200-300 nm

de diâmetro. Ele segue a chamada “regra do seis”, o que significa que a replicação viral é

mais eficaz quando as sequências de nucleotídeos nos genomas de cada tipo de cepa são

múltiplos de 6. Isso ocorre porque a proteína do nucleocapsídeo se liga a seis nucleotídeos.

Assim, é de suma importância para a replicação do genoma viral a encapsulação de 6

nucleotídeos na extremidade 3’ por esta única proteína do nucleocapsídeo (Ganar K. et. al,

2014).

Figura 5: Diagrama esquemático da estrutura do vírus da doença de Newcastle. Demonstração das

hemaglutininas, neuraminidases, proteína de matriz, fosfoproteína, proteína de fusão e proteína polimerase

'large'.

Fonte: Ganar K, Das M, Sinha S, Kumar S. Newcastle disease virus: current status and our understanding. Virus,

2014.

O genoma do NDV consiste em um líder de 55 nt em sua extremidade 3’ e um reboque

de 114 nt em sua extremidade 5’, gerando genes essenciais que codificam o nucleocapsídeo
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(N). O RNA genômico (Lamb; Parks, 2007), a proteína de matriz (M), a fosfoproteína (P), a

proteína de fusão (F), a proteína hemaglutinina neuraminidase (HN) e a proteína polimerase

grande (L) (Ganar K. et. al, 2014). Eles estão dispostos na seguinte ordem:

3’-N-P-M-F-HN-L-5’.

A proteína do nucleocapsídeo se liga ao RNA genômico formando o núcleo do

nucleocapsídeo; já as proteínas P e L formam um complexo ribonucleoproteico funcional,

tanto em virions quanto em células infectadas (Huang Z. et. al, 2003). O gene P codifica três

proteínas: P, W e V, e a proteína da matriz parece ser responsável pela montagem e o

brotamento do vírus (Pantua et al., 2006). O F e o HN, que são antígenos neutralizantes de

vírus, são responsáveis pela ligação do vírus à célula hospedeira (Ganar K. et. al, 2014). Duas

proteínas adicionais são produzidas, V e W; no entanto, não possuem funções conhecidas e

específicas. No início e no final de cada gene estão conservadas as sequências de controle

transcricional chamadas de genestart: 3’-UGCCCAAUCU/CU-5’ e o gene-end:

3’-AAU-CUUUUUU-5’ (Huang Z. et. al, 2003).

O NDV ataca células do epitélio respiratório ligando-se a compostos com ácido siálico

e, normalmente, a infecção (quando o vírus se funde na célula hospedeira) independe do pH e,

após a entrada na célula hospedeira o genoma se transcreve em mRNA de sentido positivo

que se traduz em proteínas virais (Figura 6) (Ganar K. et. al, 2014). Assim, o RNA de sentido

negativo é então envolvido em proteínas N, P e L para formar o nucleocapsídeo que é

montado com matriz e glicoproteínas de superfície e liberado da célula hospedeira (Ganar K.

et. al, 2014).

Figura 6: Representação esquemática da replicação do vírus da doença de Newcastle. Inclui a entrada do

vírus na célula hospedeira, transcrição do genoma em mRNA, tradução em proteínas N, P, L, F, HN e M,

formação subsequente de hemaglutininas e neuraminidases, e o genoma viral, culminando na posterior liberação

do vírus.
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.

Fonte: Ganar K, et al. Newcastle disease virus: current status and our understanding, 2014.

1.2.2 Transmissão do NDV

Esse vírus infecta aves domésticas e selvagens, como galinhas, perus e pombos, sendo

o último, um ótimo transmissor da doença, sendo que os sintomas variam de espécie para

espécie (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009). A transmissão da doença ocorre por

contato direto entre as aves, como aerossóis, secreções respiratórias, secreções oculares e

fezes de aves infectadas (via fecal-oral). Além disso, pode ocorrer transmissão indireta

(alimentos, equipamentos, materiais, veículos, vestuários contaminados e até mesmo a

carcaça do animal infectado pode transmitir a doença). As aves consideradas reservatórios da

doença são: aves silvestres e ornamentais, com destaque aos psitacídeos, que podem eliminar

o vírus por mais de um ano; além disso, as aves vacinadas são consideradas como

reservatórios da doença, já que, quando infectadas, não apresentam sintomas, mas podem

transmitir o vírus (Estado de São Paulo, 2015). Nos humanos, a doença pode causar

conjuntivite transitória.

1.2.3 Patogenicidade da doença

A doença é altamente contagiosa, sendo seu período de incubação cerca de 21 dias

(Estado de São Paulo, 2015). Sua patogenicidade é dependente da virulência da cepa

infectante, podendo variar em patogenicidade alta (amostra velogênica), patogenicidade

intermediária (amostra mesogênica) e patogenicidade baixa (amostra lentogênica) (Secretaria

de Defesa Agropecuária, 2009). Em galinhas suscetíveis, o surto da doença costuma ser grave,
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com cerca de 100% das aves infectadas, desde as primeiras horas de infecção e em até 72

horas sem apresentar sinais clínicos (de acordo com a cepa).

A patogenicidade alta, causada pela cepa velogênica (Secretaria de Defesa

Agropecuária, 2009) tem um período de incubação menor que 21 dias (Estado de São Paulo,

2015) e pode ser dividida em duas formas de manifestações clínicas, são elas:

- “Doença de Doyle” ou Viscerotrópico Velogênico: é a cepa mais agressiva da

doença, causando doença severa e fatal, sendo seus principais sintomas iniciais: diarréia

esverdeada e lesões hemorrágicas (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009), anomalia nos

ovos, cianose e, morte súbita.

- “Forma de Beach ou Neurotrópico Velogênico: também é uma cepa agressiva

que provoca problemas respiratórios sendo, espirros, corrimento nasal, inchaço da cabeça e

face, fraqueza (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009) edema na cabeça, congestão e

hemorragia da mucosa traqueal e faringe, úlceras e/ou necrose e tecidos linfóides da parede

intestinal (Estado de São Paulo, 2015) chegando a tremores musculares e, finalmente, à

morte, que pode chegar a 100% das aves infectadas.

A patogenicidade intermediária, acarretada pela cepa mesogênica ou “forma de

Beaudette”, causa sintomas respiratórios leves nas aves, podendo causar leves sintomas

nervosos também, no entanto, a mortalidade é reduzida e mais comum em aves jovens

(Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009). Já a patogenicidade baixa, causada pela cepa

lentogênica, ou “forma de Hittchner” é utilizada para vacinas e, podem causar apenas

sintomas respiratórios brandos como reação da vacina. Há ainda, um tipo não patogênico

conhecido como entérico assintomático, também utilizado para esquema vacinal, (Secretaria

de Defesa Agropecuária, 2009) mas pode causar mortalidade variável de 10 a 100%, as aves

infectadas apresentam diarreia, depressão e sinais neurológicos (Estado de São Paulo, 2015).

Para definir a patogenicidade ou não de um vírus são seguidas certas normas

internacionais, principalmente pela OIE (Organização Internacional de Saúde Animal) em que

diz: “A doença de Newcastle é uma doença infecciosa das aves causada por um

Paramyxovirus aviário do sorotipo 1 (APMV-1), que apresenta um dos seguintes critérios de

virulência: a) o vírus tem um índice de patogenicidade intracerebral maior ou igual a 0,7 em

pintos de um dia; ou b) a presença de múltiplos aminoácidos básicos (três resíduos de arginina

ou lisina entre os resíduos 113 e 116) é demonstrada no vírus na porção C-terminal da

proteína F2 e fenilalanina no resíduo 117, que é a porção N-terminal da proteína F1”

(Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009). Sabendo a patogenicidade ou não de um vírus, é

possível realizar uma barreira sanitária nos países, principalmente no que se refere ao
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comércio avícola, que, se afetado, gera prejuízos econômicos drásticos pela mortalidade das

aves (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009).

As cepas patogênicas possuem múltiplos aminoácidos básicos no sítio de clivagem da

glicoproteína de fusão, com os aminoácidos arginina ou lisina nas posições 113-116 e

fenilalanina na posição 117 (Alexander, D.J., 2003). Toda essa composição é necessária para

que a ativação enzimática aconteça, visto que ela ocorre via intracelular por furina no

complexo de Golgi; a proteína Fo é ativada em F1 e F2 pela furina, permitindo assim, a

infectividade aos novos vírions procederem a fusão e a penetração. Todas as diferenças

constituintes dos vírus e suas respectivas patogenicidades ocorrem pela clivagem ou não da

proteína de fusão, que permite a fusão do vírus à célula; o APMV-1 é envelopado e, para

infectar uma célula, é extremamente dependente da integridade do próprio envelope para

promover a penetração na célula-alvo (Alexander, D.J., 2003).

O APMV-1 infecta cerca de 136 espécies de aves selvagens e ornamentais também

(Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009), sendo, as mais suscetíveis, às galinhas,

principalmente às cepas velogênicas (patogenicidade alta), os perus são mais resistentes e as

aves silvestres apresentam principalmente as cepas lentogênicas (baixa patogenicidade). Os

hospedeiros mais comuns são os columbiformes (Estado de São Paulo, 2015)

1.2.4 Prevenção da DNC

A DNC pode ser prevenida por vacinas, já existentes no mercado; algumas são

fabricadas com vírus ativado e outros inativados, além disso, estão disponíveis vacinas

termoestáveis (Ganar K. et. al, 2014), que facilitam no transporte do país de fabricação para o

país de importação e na preservação das mesmas.

Atualmente, existe vacina contra a doença de Newcastle disponível no mercado

avícola, é uma vacina eficiente e o Brasil opta por vacinar as aves que chegam ao país. O gene

da doença de Newcastle é considerado um gene fácil de manipular usando o sistema de

genética reversa (Bukreyev; Collins, 2008; Huang et al., 2003; Krishnamurthy et al., 2000;

Peeters et al., 2001). Os tipos de vacinas mais utilizados são as vacinas vivas atenuadas e

bivalentes e a cepa mais utilizada para as vacinas são as cepas lentogênicas. O sucesso das

vacinas contra a doença de Newcastle se devem à: ótima resposta imune celular e humoral à

DNC e o fato de que ela não se integra ao genoma do hospedeiro, pois se replicam no

citoplasma do hospedeiro e apresenta menor recombinação genética (Ganar K, et. al, 2014).
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1.3 Controle da Influenza Aviária e Doença de Newcastle.

O NDV e a IA, similar a outros tipos de vírus respiratórios, podem ser introduzidos

nos países de diversas maneiras, como: trânsito de passageiros entre países, importação de

animais e material genético, assim como produtos biológicos (Secretaria de Defesa

Agropecuária, 2009) esse tipo de transmissão pode ser controlada pelo país que recebe o

importado, e é o que o Brasil faz. O país toma medidas cautelares para isso: todas as aves de

plantel, reprodutoras e de postura comercial, devem realizar a vacinação preventiva da DNC,

além disso, os estabelecimentos avícolas que enviam aves e ovos férteis para locais de venda

com aglomeração são obrigados a alojar apenas aves vacinadas (Estado de São Paulo, 2015).

Em alguns estados brasileiros, no entanto, somente aves matrizes são vacinadas, para que a

imunidade seja transmitida para a prole (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009).

No Brasil, existe um Programa específico para o controle das duas doenças avícolas: o

chamado Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA), que estabelece os critérios

mínimos para a seguridade e biossegurança referente a essas duas doenças e também

determina os critérios e procedimentos de detecção e prevenção contra as enfermidades (BR,

GOV., 202-). Essa vigilância possui 3 principais objetivos: detecção precoce de casos de IA e

DNC em aves domésticas e silvestres, demonstrar a negatividade dos testes das aves para fins

comerciais e monitorar as cepas virais existentes, principalmente da IA para estabelecer

estratégias de prevenção (BR, GOV. , 202-)

No entanto, existe uma outra maneira em que os vírus podem chegar ao país já citada:

pelas aves migratórias, e essa maneira de entrada do vírus no país é difícil de ser controlada,

visto que, é claramente difícil identificar as aves que chegam ao Brasil pelas rotas migratórias.

As aves se deslocam antes do inverno boreal, do ártico para a América do Sul, quando

chegam na América, preferem locais úmidos, tais como praias, estuários, manguezais, áreas

alagadas e áreas com alta concentração de alimentos, como o Pantanal Matogrossense. O que

implica um possível alerta, é a interação de aves residentes do país com aves migratórias

transmissoras de doenças, o que implica em grande risco de disseminação de doenças para o

plantel aviário em si.

Dessa forma, faz se necessário a pesquisa sobre as mais variadas formas de rastreio

desse vírus que pode chegar ao país pelas rotas migratórias das aves. Para a prevenção da

doença no território nacional, entre as aves nacionais, as medidas tomadas são as seguintes:

atendimento a todas as aves com suspeita de infecção, controle de trânsito interno de médicos

veterinários e o controle de produtos biológicos (Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009).
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Além disso, a fim de evitar a propagação do vírus, seja ele IA ou NDV, caso este seja

positivado em alguma amostra de ave, a notificação da infecção é obrigatória, em qualquer

espécie de ave, o estabelecimento é investigado e a movimentação das aves e dos produtos

advindos é bloqueada, sacrifício preventivo de todas as aves sem que envolva a disseminação

de sangue (a fim de evitar a propagação do vírus no local) do estabelecimento infectado,

instituição de zona de proteção que pode chegar à vários metros e vigilância ao redor do

estabelecimento contaminado que inclui a limpeza de todas as instalações com desinfetantes

específicos, descarte de todos os materiais que entraram em contato com as aves,

principalmente as camas de aviário (material que serve de leito para os animais), além disso,

deve-se aplicar inseticidas para a eliminação de vetores como insetos, roedores, pássaros

(Secretaria de Defesa Agropecuária, 2009).

Existem alguns tipos de vacinas para esse vírus, seja elas com vírus vivo ou morto, os

protocolos de vacinação são aplicados globalmente, não só no Brasil. Os frangos que nascem

em plantéis são vacinados nos primeiros dias de vida por via intra-ocular seguida de outra

dose 14 dias após a aplicação da primeira (Ganar K. et. al, 2014).

A infecciosidade do vírus é destruída por detergentes e desinfetantes, (devido seu

envelope), que já são utilizados na avicultura em toda a limpeza dos plantéis, no entanto, a

eficiência é reduzida quando os vírus já estão protegidos com matéria orgânica (Secretaria de

Defesa Agropecuária, 2009).

1.4. Análise de águas residuais como vigilância epidemiológica e ambiental

Nos últimos anos, o conceito de One Health tem sido discutido e direcionado para

ações que visem criar estruturas e integrar sistemas com capacidades para que se possa

coletivamente prevenir, prever, detectar e responder melhor às ameaças à saúde. Em síntese,

essa iniciativa visa melhorar a saúde dos seres humanos, animais, plantas e meio ambiente,

contribuindo para o desenvolvimento sustentável (Who, 2022).

De maneira geral, atualmente, a maneira mais utilizada para realizar o monitoramento

da ocorrência de vírus se dá por meio da vigilância clínica, que monitora os pacientes em

contato direto com eles. No entanto, esse tipo de vigilância exige muitos recursos e, assim,

identifica surtos muito tardiamente, visto que ela detecta a data do teste e não a data de

quando a infecção viral começou (Mercier, E, et. al, 2022). Além disso, a vigilância clínica é

realizada em locais sentinela selecionados, com amostragem limitada, justamente porque esse
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tipo de vigilância é dispendiosa, demorada e trabalhosa, o que pode atrasar resultados e gerar

uma pequena epidemia (Zheng, X., et al, 2023).

Relacionada ao fator ambiental, esse tipo de epidemiologia permite a obtenção de

informações sobre a ocorrência de doenças transmissíveis nas comunidades. Além disso,

possibilita que, a partir de seus resultados, seja uma importante ferramenta na detecção de

doenças que acometem a população quase em tempo real para o controle de doenças

infecciosas (Zheng, X. et al, 2023).

O monitoramento de amostras de esgoto tem sido amplamente utilizado atualmente

para a detecção de drogas, doenças gastrointestinais e bactérias (Randazzo, W. et. al, 2020).

Mais recentemente, foi considerada uma ferramenta importante para o estudo de vírus

relevantes em determinadas áreas (Santiso-Bellón et. al, 2020). Com essa capacidade de

detecção, as análises de águas residuais (WWS) são consideradas, atualmente, uma

ferramenta de alerta precoce para o monitoramento e a tendência de infecção de diversas

doenças virais, como enterobioses (Randazzo, W. et. al, 2020), rotavírus (Santiso-Bellón et.

al, 2020), vírus da poliomielite e vírus das hepatites, como a Hepatite E (Cuevas-Ferrando

Enric et. al, 2020). Foi relatado também como bem-sucedido na detecção da gripe, com

reflexos em campus universitários e escolas dos EUA (Wolfe et al., 2022; Wolken et al.,

2023), correlacionando-se com a vigilância clínica comunitária no Canadá (Mercier et al.,

2022). Esse tipo de vigilância foi considerado um dos pilares para a erradicação da

poliomielite, visto que conseguia detectar os locais com os principais focos de contaminação

com o vírus (Humayun Asghar, 2014).

A corrente pandemia de COVID-19 demonstrou o imenso valor da análise de amostras

derivadas de estações de tratamento de esgoto para identificar a circulação do SARS-CoV-2

no país, permitindo estimar a quantidade de pessoas infectadas (Chernicharo, 2021). Foi

justamente devido ao SARS-CoV que esse tipo de pesquisa foi rapidamente desenvolvida,

dada a eficácia na detecção de coronavírus (Deng et al., 2022; Morvan et al., 2022; Zheng et

al., 2022b). Assim, a WWS pode indicar uma descoberta antecipada, antes mesmo do vírus

ser registrado na cidade. De acordo com Randazzo et al (2020),, amostras positivas de águas

residuais para COVID-19 foram detectadas cerca de 12 a 16 dias antes da declaração de casos

em cidades da Espanha. Isso significa que a detecção precoce do RNA de certos vírus pode

servir de alerta sobre um perigo iminente, proporcionando tempo valioso para a tomada de

decisões e, assim, retardando a propagação de certas doenças, protegendo a população de um

possível surto (Randazzo, W. et. al, 2020). Consequentemente, a vigilância ambiental entra
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como um complemento fortíssimo, podendo até ocorrer a substituição (Mercier, E. et. al,

2022) da vigilância clínica.

De acordo com Chan et al. (2011), o RNA viral da gripe pode ser detectado em

amostras fecais de pacientes infectados, visto que é excretado em altas taxas nas fezes

(Mercier, E. et al., 2022), sugerindo que o vírus permanece detectável mesmo em ambiente

fecal, como nas águas residuais. Também foi demonstrado que o InFA é extremamente

persistente em águas residuais e em rios (Domanska-Blicharz et al., 2010) e pode manter sua

capacidade infecciosa por períodos prolongados, dependendo da salinidade, pH e temperatura

(Webster R. et al., 1978). Foi inclusive detectado em amostras de águas residuais na cidade de

Hong Kong, onde 1182 amostras foram analisadas. O vírus H5N1, em particular, é encontrado

e liberado em ambientes aquáticos por meio das fezes de patos e, consequentemente, de aves

infectadas. De acordo com um estudo, nos patos selvagens, o vírus H5N1 replica-se

preferencialmente em células que revestem o trato intestinal e, por isso, é excretado em altas

concentrações nas fezes dos animais (Webster, R. G., 1978). Além disso, o vírus H5N1

mantém sua infectividade no material fecal por pelo menos 30 dias a 4°C e por 7 dias à 20°C

(Lénès, D. et al., 2010), o que demonstra que a detecção desse vírus na análise de águas

residuais é eficaz. Ainda de acordo com Lénès et al. (2010), em uma pesquisa na qual o vírus

H5N1 foi suspenso em amostras que passariam por processos de clarificação, o vírus

permanece detectável. Portanto, caso a amostra de esgoto bruto estivesse contaminada, ele

seria detectado posteriormente na PCR. Alguns estudos relataram que o IAV possui

preferência pelas frações sólidas em comparação com as frações sobrenadantes (Mercier et

al., 2022; Wolfe et al., 2022).

Detectar o vírus logo no início da sua chegada a uma região é de extrema importância,

especialmente no contexto de doenças aviárias como a gripe aviária e a doença de Newcastle.

Essas doenças são altamente perigosas e letais para os plantéis avícolas. A detecção precoce

permite que as granjas se preparem de forma mais rigorosa para evitar o contato do vírus com

seus animais, o que, por sua vez, evita prejuízos econômicos e de saúde pública. Portanto, a

análise desse tipo de vírus em águas residuais é de extrema importância, já que as aves podem

eliminar o vírus nas estações de tratamento, que muitas vezes são áreas abertas ou até mesmo

em locais públicos. Consequentemente, as excreções das aves podem ser arrastadas pela

chuva e chegar às estações de esgoto.

É importante ressaltar que o controle da entrada do vírus no país se dá por meio de

testes para a doença apenas em aves que entram e saem do Brasil, assim como naquelas

criadas em granjas. No entanto, controlar os vírus em aves migratórias, que são os principais
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transmissores dos patógenos, é extremamente difícil devido à sua liberdade de movimento.

Portanto, a análise de águas residuais para detectar a presença desses vírus é de extrema

importância para rastrear e monitorar esses patógenos preocupantes. Em resumo, destaca-se

que o esgoto tem sido uma via de transmissão para vários patógenos humanos, e estudar a

presença do vírus da IA e da doença de Newcastle contribui para a vigilância ambiental desse

importante patógeno tanto para humanos quanto para animais.

2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DO TEMA

Os vírus Influenza A e Newcastle são considerados agentes altamente patogênicos,

associados a elevadas taxas de mortalidade. Portanto, representam uma significativa

preocupação do ponto de vista econômico e comercial, especialmente no contexto das

criações avícolas e granjas comerciais. A análise desses vírus assume uma importância crucial

devido à sua capacidade de causar danos substanciais. A vigilância ativa desses vírus no país

é essencial para garantir a segurança e a qualidade, uma vez que todas as aves destinadas à

exportação são submetidas a testes para ambas as doenças e recebem vacinação contra a

Doença de Newcastle. No entanto, à semelhança da maioria dos países, se não todos, que

também adotam medidas de proteção contra esses agentes altamente letais, as chances de

introdução de aves doentes no país são reduzidas, dado que estas também passam por testes

ao chegar.

Dessa forma, a principal capacidade de transmissão recai sobre as aves migratórias

silvestres, que constituem vastos reservatórios desses vírus e chegam ao país durante o

período entre a primavera e o outono. Elas podem contaminar aves de subsistência e,

subsequentemente, roedores, que por sua vez podem chegar a granjas e plantéis, resultando na

contaminação de um lote inteiro. A vigilância ativa em aves migratórias apresenta desafios,

uma vez que são animais livres e controlar sua entrada no país é complexo.

Uma abordagem eficaz para a vigilância ativa é por meio do monitoramento de águas

residuais, coletadas em toda a extensão de uma cidade e encaminhadas para estações de

tratamento. As aves podem defecar em áreas comuns que, ao serem lavadas, acabam sendo

direcionadas para o sistema de esgoto, o qual, por sua vez, deságua na Estação de Tratamento

de Esgoto (ETE). Nesse ambiente, as aves podem defecar nos próprios reservatórios de água,

que frequentemente são descobertos.
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Diante da notificação do MAPA em 2023 sobre um alerta zoosanitário devido à

positividade de IA em aves no litoral do país, tornou-se imperativo intensificar a vigilância

ativa e reforçar o rastreamento desse vírus no território nacional.

3. OBJETIVOS

O intuito do projeto consistiu em identificar e monitorar o vírus da Influenza aviária e

o vírus Newcastle em amostras de esgoto coletadas em São José do Rio Preto.

4. MATERIAIS E MÉTODOS.

4.1 Local de Estudo, Infraestrutura e Equipamentos.

O local utilizado para o estudo é o Laboratório de Estudos Genômicos, localizado na

UNESP de São José do Rio Preto. Ele possui infraestrutura adequada e necessária para a

realização do estudo. O local possui salas adequadas para a etapa de clarificação da amostra,

com cabines de segurança biológica de Classe II para manter toda a segurança mediante a

amostra recebida. Além disso, o laboratório conta com os reagentes necessários para a etapa

de extração de RNA, freezer -80° para o armazenamento das amostras. Além de salas para as

etapas de PCR, também possui equipamentos e reagentes para PCR em tempo real.

Salienta-se que o laboratório possui vasta experiência em pesquisas com análises em

virologia.

4.2 Tipo de Amostragem

As amostras foram coletadas pela ETE (Estação de Tratamento de Esgoto),

pertencente ao SEMAE, da cidade de São José do Rio Preto, localizada perto da confluência

do córrego de São Pedro com o rio Preto. A Estação coleta 93,48% do esgoto do Município e

99,52% do esgoto urbano, e assim, 100% do esgoto coletado é tratado (SEMAE, 202,3). As

etapas de tratamento são divididas em seis: logo que o esgoto bruto chega na estação, ele

passa pela etapa de pré-tratamento, que engloba o gradeamento grosseiro, gradeamento fino e

desarenador, para retirar resíduos sólidos de maior tamanho e areia (SEMAE, 2023) e é ao

final dessa etapa que a amostra é recolhida pelos colaboradores. Depois, o esgoto passa pelo

reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket – Reator anaeróbio de fluxo ascendente)



31

também chamado de reator anaeróbio, composto de iodo, para o consumo de matéria orgânica

por bactérias presentes no lodo. Após esse processo, o efluente passa pelo filtro biológico

aerado, posterior decantação e desinfecção, para ser devolvido ao Rio Preto. A eficiência de

tratamento obtida ultrapassa 98%, principalmente no que se refere ao grau de pureza da água

que é devolvida ao rio.

As amostras utilizadas no projeto possuem 500 mL de esgoto bruto, e foram coletadas

semanalmente desde a primeira semana de setembro de 2022 até a última semana de agosto de

2023, a partir da chegada à estação de tratamento (0h), somente tendo passado pelo processo

de gradeamento grosseiro e fino (retirada de grandes materiais sólidos e areia); e foi realizada

por um amostrador automático refrigerado HACH Sigma SD900 AWRS (HACH, Loveland,

CO, EUA), com programa de amostragem ajustado à vazão de entrada (Martins RM, et. al,

2022).

Após a coleta, o material foi mantido a 4°C em isopor e gelo (Randazzo, W. et. al,

2020) e enviado imediatamente ao Laboratório de Estudos Genômicos - UNESP/IBILCE

pelos servidores da própria Estação de Tratamento. A amostra então, passou pelo processo de

clarificação, para retirar os resíduos em suspensão e padronizá-las no conteúdo; neste

processo, 37 mL de amostra foi pipetada em 6 tubos cada e levadas até a ultracentrífuga na

rotação de 3000 Xg por 20 minutos à 8°C. Após esse processo, o pellet formado foi

descartado em solução com detergente, visto que, nesse momento, ele representa apenas

resíduos sólidos e o sobrenadante é novamente separado em 6 outros tubos, que são

centrifugados novamente na rotação de 41.000 Xg por 3 horas à 3°C, para que o pellet com

partículas virais seja formado. Passada as 3 horas, o sobrenadante foi descartado, e o pellet,

foi suspendido na solução de Tris/EDTA (Tris-HCl [10mM] e EDTA [1mM]) pH 8.0 com o

objetivo de estabilizar a amostra e inibir qualquer atividade enzimática ali presente e depois,

foram armazenados à -80°C até a etapa de extração do RNA.

4.3 Extração do RNA

A etapa de extração do RNA para a obtenção do RNA total da amostra foi realizada

pelo método TRizol® Reagent (Invitrogen®) com a utilização de 250 μL (microlitros) de

amostra e 750 μL de TRIzol, que foram homogeneizados por inversão e incubados por 5

minutos em temperatura ambiente. Após este processo, 200 μL (microlitros) de clorofórmio

(Merck Millipore®) foi adicionado com posterior homogeneização por inversão e incubação

por 3 minutos e, posteriormente, centrifugação da amostra à 14.000 XG por 15 minutos a 4°C;
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sendo possível, após este processo, visualizar a parte translúcida que representa o RNA do

DNA (parte rosada). Ao final da centrifugação, a região onde se encontra todo o RNA foi

transferida para outro tubo onde foram adicionados 500 μL de isopropanol absoluto (Merck

Millipore®) e homogeneizada novamente por inversão e incubada a temperatura ambiente por

10 minutos. Após todo esse processo, as amostras foram submetidas a uma centrifugação

novamente, agora à 14.000 Xg por 20 minutos a 4°C e, ao final desse processo, o pellet de

RNA estava aderido à parede do tubo e o descarte de todo o líquido restante foi realizado;

assim, 1mL de etanol DEPEC 75% (Merck Millipore®) foi adicionado e centrifugado a 4°C

por 10 minutos a 10.000 rpm. Após esse processo, todo o líquido é descartado e o tubo, com o

pellet de RNA é secado a vácuo e ressuspendido em 30 μL de água DEPEC (Sigma

Aldrich®), quantificado pelo espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific®)

e armazenado à -80°C.

4.4 RT-qPCR para detecção do vírus IA, Newcastle e PMMoV.

Após a etapa de extração e quantificação do RNA, foi realizada a análise de RT-qPCR

(Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real) para os dois vírus: Newcastle e Influenza

A, com o controle interno de recuperação PMMoV (Pepper mild mottle virus).

Para a detecção do Influenza A, foi utilizado o Kit AgPath-ID™ One-Step, no Quant

Studio. O mix utilizado foi composto dos seguintes iniciadores e sondas: buffer (12,5µL),

primer M+25 (20µm) na quantidade de 0,5µL, primer M-126 (20µm) na quantidade de 0,5µL,

sonda fan M+64 (6µm) na quantidade de 0,5µL, enzima (1µL) e H2O free nuclease (5µL),

sendo que, o conjunto de iniciadores de PCR e a sonda de hidrólise foram projetados para

uma região conservada em todos os genes da matriz do vírus influenza tipo A (Spackman et

al., 2002) ou seja, os primers não são específicos para H5N2. Ao fim, o mix possuía 20µ e era

então adicionado 5µL de amostra, totalizando 25µL. O controle positivo da análise foi 5µ de

RNA de H1N1 e o controle negativo H2O nuclease free. Utilizou-se a seguinte ciclagem no

Quant-Studio: 45°C por 10 minutos (transcrição reversa), 95°C por 5 minutos (inativação da

enzima transcriptase reversa) e posteriores 45 ciclos de 94°C por 10 segundos, 57°C por 30

segundos e, ao final, 72° C por 10 segundos (etapa de anelamento).
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Tabela 1: sequências de primers e sondas utilizadas na RT-qPCR de Influenza A.

Fonte: Adaptado de Spackman et al. Development of a Real-Time Reverse Transcriptase PCR Assay for Type A

Influenza Virus and the Avian H5 and H7 Hemagglutinin Subtypes. 2002.

O controle interno de recuperação foi realizado juntamente com a análise da Influenza

A, na mesma placa e com as mesmas amostras. O PMMoV: Pepper mild mottle virus é um

vírus que se hospeda em Capsicum spp. (pimentas e pimentões) e é considerado um indicador

da qualidade de águas residuais, visto que as moléculas do RNA desse vírus estão nas fezes

humanas em altas concentrações. devido à alimentação da população ser composta de

temperos com pimentões.

De acordo com D’Aoust et. al (2021), Wolfe, MK et al (2021), Bivins, A. et al

(2021), Nagarkar, M. et al (2022), Zhan, Q. et al (2022), LaTurner, ZW et al, (2021), a

Influenza A foi normalizada utilizando o PMMoV para contabilizar o conteúdo fecal humano

nos sólidos das águas residuais, visto que, o PMMoV é recomendado e utilizado como fator

de normalização e identificação de tendência devido a sua estabilidade em águas residuais e

sua baixa variação temporal em relação à concentração. De fato, analisando a presença do

PMMoV em águas residuais domésticas é possível monitorar a qualidade e eficiência do

tratamento de esgoto (Junqueira, 2014). Para a RT-qPCR do PMMoV, os primers e sondas

foram diluídos na concentração de 5µL de primer para 45µL de água DEPEC. Sendo assim, o

mix consistia em: buffer (12,5µL), primer PMMoV-R (20µm) na quantidade de 0,5µL, primer

PMMoV-F (10µm) na quantidade de 0,5µL, sonda PMMoV-P (10µm) na quantidade de

0,5µL, enzima (1,0µL) e H2O (5,0µL). Ao final, o mix possuía 20µL e era então adicionado

5µL de amostra, totalizando 25µL. A ciclagem utilizada foi a mesma da Influenza A, visto

que os dois eram feitos na mesma placa de RT-qPCR.

Especificidade Primers/Sonda Sequência 5’ 3’

Influenza A M+25 AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG

M-124 TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG

M+64 FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-TAMRA
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Tabela 2: Sequência de primers e sondas utilizados para RT-qPCR do vírus Pepper.

Especificidade Primer/Sonda Sequência 5’ 3’

Pepper mild mottle virus PMMoV-R TTGTCGGTTGCAATGCAAGT

PMMoV-F GAGTGGTTTGACCTTAACGTTGA

PMMoV-P FAM-CCTACCGAAGCAAATG-BHQ1

Fonte: Kitajima, M. Sassi, HP & Torrey, JR. Pepper Mild Mottle Virus como indicador de qualidade da água.

2018. R: primer reverse; F: primer forward; P: probe.

Para a reação RT-qPCR do vírus Newcastle o kit utilizado foi o: KiCqStart- One Step,

ReadyMix. O mix consistiu em: buffer 2x mastermix (12,5µL), primer APMV-1M-4100

(10µm) na quantidade de 2,0µL, primer APMV-1M-4220 (10µm) na quantidade de 2,0µL,

sonda M+4169 probe (5µm) na quantidade de 0,6µL e H2O DEPEC (3,9µL); ao final, o mix

possuía 21µL e era adicionado à ele, 4µL de amostra extraída, totalizando 25µL. A ciclagem

utilizada foi a seguinte: 50°C por 10 minutos, 95°C por 1 minuto e 45 ciclos de 95°C por 10

segundos e 52°C por 1 minuto. O controle positivo utilizado foi a vacina de da doença de

Newcastle diluída e controle negativo, H2O nuclease free, ambos com quantidade de 5µ

adicionada.

Tabela 3: Sequência de primers e sondas utilizados para RT-qPCR do vírus Newcastle.

Especificidade Primer/Sonda Sequência 5’ 3’

Newcastle APMV-1M-4100 AGT GAT GTG CTC GGA CCT TC

APMV-1M-4220 CCT GAG GAG AGG CAA TTT GCT A

M+4169 probe [FAM] TTC TCT AGC AGT GGG ACA GCC
TGC - IBQ

Fonte: Wise Mark G. et al. Desenvolvimento de PCR de transcrição reversa em tempo real para detecção de

RNA do vírus da doença de Newcastle em amostras clínicas.

Para cada PCR, dos diferentes tipos de vírus, os Cts considerados positivos são os

seguintes:
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Tabela 4: Ct considerado positivo na etapa de PCR em tempo real.

Vírus Ct considerado positivo

Influenza A <40

Newcastle <40

Pepper mild mottle virus (PMMoV) <40

Fonte: autor

5. RESULTADOS

Um total de 52 amostras, correspondentes ao período de setembro de 2022 a setembro

de 2023, constituíram o tamanho da amostragem e foram analisadas quanto à presença ou

ausência dos vírus da Influenza Aviária e da doença de Newcastle. A primeira amostra foi

coletada em 06/09/2022 e a última em 28/08/2023. Das quais, 52 amostras foram negativas

tanto para o InFA quanto para o NDV, demonstrando um resultado satisfatório quanto a

detecção do PMMoV. Portanto, todas as amostras, totalizando 100%, negativaram para o IA e

para o NDV. Em contraste, 86,53% das amostras testaram positivas para o PMMoV, um vírus

de RNA comumente encontrado nas fezes que permite monitorar todo o processo analítico

(fase de extração de RNA, transcrição reversa, ausência de inibidores); esse tipo de controle

interno não é influenciado por flutuações sazonais ou aspectos sociais (Kitajima, M., 2018).

Figura 7: Curva de amplificação do vírus Pepper em PCR em tempo real. Ele demonstra a positividade do

vírus Pepper.
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Fonte: autor.

Tabela 5: Presença e ausência do vírus Influenza A, Newcastle e o controle exógeno (PMMoV). Os dados
são correlacionados com a data da coleta de cada amostra.

Presença e ausência das amostras

Amostras Data da coleta Influenza A Newcastle Pepper mild mottle virus

24T 06/09/2022 Ausente Ausente Ausente

25T 12/09/2022 Ausente Ausente Ausente

26T 19/09/2022 Ausente Ausente Ausente

27T 26/09/2022 Ausente Ausente Ausente

28T 03/10/2022 Ausente Ausente Ausente

29T 10/10/2022 Ausente Ausente Presente

30T 17/10/2022 Ausente Ausente Ausente

31T 24/10/2022 Ausente Ausente Presente

32T 31/10/2022 Ausente Ausente Presente

33T 07/11/2022 Ausente Ausente Presente



37

34T 14/11/2022 Ausente Ausente Presente

35T 21/11/2022 Ausente Ausente Presente

36T 28/11/2022 Ausente Ausente Presente

37T 05/12/2022 Ausente Ausente Presente

38T 12/12/2022 Ausente Ausente Presente

39T 19/12/2022 Ausente Ausente Presente

40T 26/12/2022 Ausente Ausente Presente

41T 02/01/2023 Ausente Ausente Presente

42T 09/01/2023 Ausente Ausente Presente

43T 16/01/2023 Ausente Ausente Presente

44T 23/01/2023 Ausente Ausente Presente

45T 30/01/2023 Ausente Ausente Presente

46T 06/02/2023 Ausente Ausente Presente

47T 13/02/2023 Ausente Ausente Presente

48T 20/02/2023 Ausente Ausente Presente

49T 27/02/2023 Ausente Ausente Presente

50T 06/03/2023 Ausente Ausente Presente

51T 13/03/2023 Ausente Ausente Presente

52T 20/03/2023 Ausente Ausente Presente

53T 27/03/2023 Ausente Ausente Presente

54T 03/04/2023 Ausente Ausente Presente

55T 10/04/2023 Ausente Ausente Presente

56T 17/04/2023 Ausente Ausente Presente

57T 24/04/2023 Ausente Ausente Presente

58T 01/05/2023 Ausente Ausente Presente

59T 08/05/2023 Ausente Ausente Presente

60T 15/05/2023 Ausente Ausente Presente

61T 22/05/2023 Ausente Ausente Presente
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62T 29/05/2023 Ausente Ausente Presente

63T 05/06/2023 Ausente Ausente Presente

64T 12/06/2023 Ausente Ausente Presente

65T 19/06/2023 Ausente Ausente Presente

66T 26/06/2023 Ausente Ausente Presente

67T 03/07/2023 Ausente Ausente Presente

68T 10/07/2023 Ausente Ausente Presente

69T 18/07/2023 Ausente Ausente Presente

70T 24/07/2023 Ausente Ausente Presente

71T 31/07/2023 Ausente Ausente Presente

72T 07/08/2023 Ausente Ausente Presente

73T 14/08/2023 Ausente Ausente Presente

74T 21/08/2023 Ausente Ausente Presente

75T 28/08/2023 Ausente Ausente Presente
Fonte: autor.

Por mais que o PMMoV seja utilizado como uma referência em águas residuais, visto

que está em alta concentração nessas amostras, nem sempre ele está presente, como mostrado

na tabela acima. Isso se deve a diversos fatores e pode incluir a baixa carga viral, altamente

diluída nas amostras residuais, e/ou algum tipo de estresse na amostra tal como

descongelamento adicional do RNA contido nas amostras, que pode dificultar a detecção do

PMMoV (Boehm et al., 2023).

O controle positivo para o vírus Influenza e para o vírus Newcastle teve atividade

satisfatória em todas as PCRs realizadas.

Figura 8: Curva de amplificação em uma PCR em tempo real para Newcastle. A curva acima do eixo X

estabelecido representa o controle positivo do vírus Newcastle.
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Fonte: autor.

Figura 9: Curva de amplificação do controle positivo do vírus Influenza. As linhas retilíneas abaixo do eixo

X representam as amostras negativas para o vírus.

Fonte: autor.

6. DISCUSSÃO
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É importante destacar que os dados gerados, os quais indicaram ausência dos vírus da

IA e do NDV nas amostras de esgoto da região de São José do Rio Preto, estão em

conformidade com a não detecção dessas doenças no entorno da cidade analisada. Segundo o

MAPA (2023), até 27 de outubro de 2023, no Brasil, foram confirmados 124 casos de

Influenza aviária em aves silvestres, 3 em aves de subsistência ou domésticas, e nenhum em

aves comerciais. É importante ressaltar que a maioria dos casos confirmados foi registrada no

litoral do país, principalmente nas regiões sudeste e sul, que correspondem à principal rota das

aves migratórias. Quanto à doença de Newcastle, em 2023, não foi detectado nenhum caso,

sendo que os últimos casos registrados ocorreram em 2006 (BR, GOV., 202-).

Figura 10: Casos de Influenza aviária confirmados no Estado de São Paulo. Demonstração de casos

descartados, investigação em andamento, foco encerrado e focos em andamento.

Fonte: Ministério da Agricultura e Pecuária. Investigações de Síndrome Respiratória e Nervosa das Aves

realizadas pelo Serviço Veterinário Oficial. (2022-2023).

Além disso, de acordo com estudos, os InFA, são liberados em fezes em altas taxas, no

entanto, por possuírem uma membrana lipídica externa, são encontrados em baixas

concentrações em amostras de águas residuais (Mercier, E. et al., 2022). Em geral, a detecção

de Influenza A em amostras de águas residuais tem sido escassa (Kevill, JL et al, 2022;

Heijnen, L. et al, 2011). Uma das hipóteses para essa baixa detecção, além do tipo do vírus, é

a presença de inibidores nas águas residuais, o que afeta o comportamento do RNA do vírus
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Influenza (CWN, 2020). Adicionalmente, de acordo com Heijen L et. al, (2011), amostras

com ensaios de concentrações virais mostraram que a presença dessas substâncias inibidoras

nas amostras de esgoto resulta em baixa detecção dos vírus nessas amostras. Em geral, há

uma limitação no sucesso da detecção de IAV em amostras de esgoto (Kevill. J.L et al; Wolfe

et al., 2022), visto que as concentrações do RNA do vírus são menores.

Em relação ao controle exógeno (PMMoV), nas amostras em que ele resultou

negativo, não é possível certificar-se de que não há a presença do vírus Influenza A ou do

vírus Newcastle. Tratando-se de um controle, quando este torna-se negativo, pode-se inferir

que na amostra houve inibidores da reação, os quais podem ter impedido até mesmo a

detecção do PMMoV. Outra possibilidade é que a amostra esteja pouco concentrada em

relação às fezes, o que consequentemente diminuiria a concentração do PMMoV, dado que

este está associado à contaminação da água por fezes. É também plausível considerar que os

exemplares negativos possam ter apresentado RNA degradado, especialmente se tratando de

amostras mais antigas que foram descongeladas e congeladas, sujeitas a estresse que poderia

ter deteriorado o RNA e, por conseguinte, dificultando sua detecção na PCR. Definitivamente,

as amostras que resultaram negativas para o PMMoV indicam que estavam inválidas, sem

condições ideais para a análise do RNA viral. Dessa forma, torna-se difícil inferir se são

verdadeiramente negativas ou positivas para o vírus Influenza.

Embora a análise não tenha detectado os InFV e de NDV nas amostras de esgoto, é

importante ressaltar a relevância da análise de águas residuais. Estudos recentes têm mostrado

que a vigilância das águas residuais possui o potencial de identificar precocemente a atividade

da gripe em uma população (Mercier, E. et. al, 2022). Ao realizar essa detecção, seria possível

tomar decisões, monitorar e rastrear o vírus antecipadamente, com o intuito de, se possível,

evitar a ocorrência de novos casos de forma exponencial.

Vale destacar também que as amostras negativas para IA e DNC condizem com a não

detecção dos respectivos vírus circulantes na cidade. Não foi registrada nenhuma ave doente

na cidade de São José do Rio Preto durante o período analisado, o que indica que a região

parece estar livre das duas doenças, pelo menos no período considerado. Dessa forma, como

os casos foram periciados e testados precocemente, os vírus ainda não penetraram no interior

do estado e, consequentemente, não foram detectados nas amostras analisadas. Essa análise

destaca a importância da vigilância ativa contra os vírus no país, principalmente no litoral,

onde as aves migratórias, potenciais reservatórios dos vírus, chegam ao Brasil. A vigilância,

quando realizada de maneira específica e eficiente, apresenta resultados positivos como esses,
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capazes de interromper a transmissão do vírus e obter um controle e rastreamento de quais

locais necessitam de maior atenção para a prevenção.

7. CONCLUSÃO

Em síntese, os dados gerados demonstram que 100% das amostras de esgoto

analisadas para NDV e IA resultaram negativas entre o ano de 2022 e 2023 na cidade de São

José do Rio Preto. O controle rigoroso na entrada do país com relação às aves importadas foi

suficiente para prevenir a rápida disseminação do vírus por aves migratórias potencialmente

infectadas e livres. Isso permitiu sua detecção e localização ágil para a mitigação de possíveis

novos focos da doença. A sazonalidade não foi observada, já que todas as amostras resultaram

negativas. Diante disso, ressalta-se a importância e o potencial das WWS (análise de águas

residuais), uma vez que esse tipo de análise pode ser aplicado a outros vírus também capazes

de instaurar epidemias e pandemias. A experiência prática e os estudos piloto como este

contribuirão cada vez mais para o aprimoramento das técnicas empregadas e fornecerão

diretrizes para outros trabalhos de vigilância, os quais são de suma importância para as

populações.
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