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RESUMO

No presente trabalho, foi realizada uma revisdo bibliogréfica sobre o virus influenza,
enfatizando sua acéo e correlacionando-0 com as espécies avidrias, com enfoque diferenciado
para 0s pombos domésticos (Columba livia domestica). Alguns aspectos tais como as
condi¢bes ambientais, 0 estreito contato com o homem e a disseminacdo destas aves nos
centros urbanos e em diferentes pontos do mundo, foram considerados. Durante o estudo da
interacdo entre homens e pombos, outro agente patogénico mereceu atencao, por ocasido da
revisdo bibliogréfica e por ser considerado o impacto financeiro causado na avicultura, o virus
da doenca de Newcastle. Concomitante a revisdo, foram analisadas 322 amostras de fezes de
pombos, coletadas em pragas publicas em vérias areas do municipio do Rio de Janeiro. Para
tal anadlise foram utilizadas diferentes técnicas, tais como: inoculacdo em ovos embrionados,
hemagl utinagdo, inibicdo da hemaglutinagdo e reagdo da polimerase em cadeia. As amostras
testadas ndo apresentaram atividade hemaglutinante, bem como, ndo apresentaram
positividade para a presenca do virus influenza e nem para o virus da Doenca de Newcastle,
guando submetidas a prova de PCR. Com isto, pode-se verificar a inexisténcia dos virus na
populacdo de aves estudada, o que demonstrou ndo oferecer risco potencial para transmissao
destas patologias, no presente momento.
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ABSTRACT

In the present work, influenza was carried through a bibliographical revision on the
virus, emphasizing its action and correlating it with the avian species, with approach
differentiated for the domestic pigeons (Columba livia domestica). Some aspects such as the
ambient conditions, the narrow contact with the man and the dissemination of these birds in
the urban centers at different points of the world had been considered. During the study of the
interaction between men and pigeons, another pathogenic agent had deserved attention, for
occasion of the bibliographical revision, to caused financial impact in the poultry keeping, the
virus of Newcastle disease. Concomitant to the bibliographical revision, 322 excrement
samples had been analyzed of pigeons, collected in public squares in some areas of the city of
Rio de Janeiro. For such analysis, different techniques had been used, such as: inoculation in
embrionatted eggs, hemaglutination, inhibition of the hemaglutination and polymerase chain
reaction. The tested samples had not presented hemaglutination activity, as well as, had not
presented positivism for the presence of the virus influenza and nor for the Newcastle virus
when submitted to the test of PCR. With this, the inexistence of the viruses in the studied
population of birds could not be verified, what it demonstrated not to offer potential risk for
transmission of these pathologies, in the present moment.
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INTRODUCAO

Considerando a estreita relagdo entre pombos e homens em grandes centros urbanos,
este trabalho procurou realizar uma revisdo bibliografica sobre o Virus Influenza, enfatizando
sua acdo e correlacionando-o com as espécies aviarias, com enfoque diferenciado para os
pombos domésticos (Columba livia domestica).

Além deste, utilizaram-se amostras de fezes destas aves, coletadas em pracas publicas
do municipio do Rio de Janeiro, na tentativa inicial de verificar a presenca do Virus Influenza
neste material através de provas como a de hemaglutinacdo (HA) e a da reacdo da polimerase
em cadeia (PCR).

Existe atualmente, por parte das autoridades mundiais e de especialistas no assunto,
grande preocupagdo com 0 monitoramento de espécies que possam carrear e disseminar tal
agente patdgeno, principalmente ap6s o ano de 1997, quando na Asia, mais precisamente em
Hong Kong, 18 pessoas adoeceram e tal situacdo culminou com seis Obitos humanos.
Posteriormente, tal fato foi atribuido ao virus da gripe aviaria.

Outro importante agente patdgeno pesquisado foi o Virus da Doenca de Newcastle,
que apesar de ndo apresentar uma posicdo de destaque quanto a seu potencial zoondtico, é
responsavel por uma doenca capaz de causar grandes perdas para avicultura mundial, sendo
considerado por muitos, como responsdvel por uma das mais importantes doencas que
acometem as aves, pois algumas cepas podem ter acdes devastadoras sobre os plantéis,
causando elevada mortalidade e consequentemente grandes perdas econdmicas para a
avicultura na éarea do foco, com forte repercussdo comercial nos niveis nacional e

internacional.



1.0 POMBO
1.1. Introdugéo

Pertencente a familia Columbidae, o género Columba conta com mais de cinglenta
espécies no mundo, sendo o Columba livia domestica a mais conhecida do homem, pela
proximidade no convivio diério, principalmente em ambientes urbanos.

Originarios da Europa, os pombos domésticos encontram-se distribuidos por todo o
mundo, exceto nas regides polares. Trazido para o Brasil pela familia real portuguesa, o
pombo adaptou-se rapidamente ao nosso clima e geografia (Neto & Nunes, 1997) e devido ao
fato destas aves j& serem domesticadas, encontraram abrigo facilmente nas estruturas
arquiteténicas das areas urbanas, aliado a uma farta oferta de alimentos.

O Brasil conta hoje com cerca de 176 milhdes de habitantes, cifra que o situa como o
quinto pais mais populoso do mundo. Contudo esta populacdo € mal distribuida em seu
territorio, fazendo com que quatro em cada cinco brasileiros habitem em grandes
aglomeragdes urbanas. A cidade do Rio de Janeiro conta com a terceira maior aglomeracgao
urbana de nosso continente, com cerca de 12 milhdes de habitantes, ficando atras apenas de
Buenos Aires que possui 13,8 milhdes e S&o Paulo 19.9 milhées de habitantes
respectivamente (Atlas Geogréafico Mundial, 2005). Com tamanha densidade populacional o
convivio entre pombos e homens, na cidade do Rio de Janeiro tornou-se mais intenso. Isto
facilita a obtencdo dos graos, sementes e restos de alimentos, que constituem seu cardapio
principal, criando assim um vinculo que hoje se traduz em um estreito contato, uma
verdadeira dependéncia do homem. Tanto que atualmente, muitas destas aves se
condicionaram e ndo possuem habilidade para voar mais que umas poucas centenas de metros

para se alimentar (Rose et al., 2006).

1.2. Ciclo Reprodutivo

Os pombos tém um ciclo reprodutivo regulado pela disponibilidade de alimento,
fazendo com que em ambientes urbanos a capacidade reprodutiva de tais aves aumente,
passando de duas a trés ninhadas por ano para quatro a seis ninhadas por ano, sendo este um
dos principais fatores de proliferacdo dos pombos em grandes cidades, pois a cada ninhada a
fémea coloca de um a dois ovos que sdo chocados por um periodo de 17 a 18 dias, dando
origem a filhotes que em aproximadamente quatro ou cinco semanas ja conseguem voar (Neto

& Nunes, 1997). Associado a esta farta oferta de alimentos, poderiamos citar dois outros



fatores que muito contribuem para o aumento na populacdo desta espécie em grandes cidades,
sdo eles: a grande quantidade de abrigos e a auséncia de predadores naturais. Tais fatos fazem
com que os pombos atualmente detenham o status de pragas urbanas.

Com relacéo a sua longevidade, os pombos quando em centros urbanos podem viver
aproximadamente de trés a cinco anos, contudo sabe-se que em condicGes de vida silvestre
estas mesmas aves chegam a viver por um periodo de até 15 anos (Oliveira et al., 2003).

Sabe-se que os pombos possuem uma 6tima capacidade de véo, contudo existem
relatos descrevendo que estas aves ndo se deslocam em seu raio de acdo mais que 500 metros,

quando em areas urbanas (Neto & Nunes, 1997).

1.3. Saude Publica

A elevada concentracdo de pombos em areas urbanas é prioritariamente um problema
de salde publica, pois sdo grandes os transtornos provocados, principalmente em funcdo da
quantidade de fezes eliminadas em janelas, sacadas, beirais, pragas, carros, assim como é
grande a quantidade de agentes patdgenos, na maior parte das vezes veiculados pelos dejetos
destas aves.

Dentre as doengas que podem ser transmitidas pelos pombos podemos citar: ornitose,
salmonelose, histoplasmose, criptococose, toxoplasmose, aspergilose, alergias respiratérias e
dermatites (Oliveira et al., 2003). A maior parte das patologias transmitidas pelos pombos
ocorre por inalacdo de poeira, oriunda das fezes secas destas aves, contendo 0s agentes
infecciosos. Em alguns casos, porém, a transmissdo ocorre pela ingestdo de alimentos
contaminados por fezes destes pombos, como acontece nos quadros de salmoneloses. Quando
em contato com a pele do homem, alguns acaros dos pombos podem causar dermatites de

contato (www. citysaude.com - 2000).

1.4. Perdas econbmicas

Os problemas causados pela presenca crescente dos pombos nos ambientes urbanos,
ndo se limitam aos riscos a salde da populacdo, gerando prejuizos financeiros em diversos
setores, como por exemplo: contaminagdo e consumo de alimentos em armazéns e fabricas de
géneros alimenticios, danos a fiacdes elétricas, entupimento de calhas e canos de drenagem de
aguas pluviais com penas, carcagas e excrementos, corrosdo de estruturas fisicas de edificios e
equipamentos de ar condicionado, danos as pinturas dos automoveis e das fachadas dos

prédios (http: www.ib.usp.br/ceo/jardim/problemaspomb.htm). A real dimensdo destes danos se



torna mais evidente quando nos recordamos que 0s pombos apresentam o sistema digestivo
curto, fazendo-os defecar constantemente, lembrando que as fezes destas aves sdo
extremamente 4&cidas corrosivas, danificando e contaminando equipamentos, veiculo,

produtos armazenados e etc. (Oliveira et al., 2003).

1.5. Prevencéo e Controle

S&8o muitas as medidas que podem ser adotadas no sentido do controle populacional
dos pombos em ambientes urbanos, controle este que é fundamental como medida preventiva
e de combate a transmissdo de diversos agentes patdgenos veiculados por estas aves, que por
outro lado também carreiam toda uma simbologia religiosa, de paz e de amor, resultando em
uma enorme simpatia de boa parte da populagéo por tais aves, 0 que muitas vezes dificulta a
implantacdo de medidas de controle.

Independentemente do conjunto de medidas adotadas em um programa, um fator
limitante e prioritario para o controle dos pombos é a supressdo alimentar (Oliveira et al.,
2003), com resultados diretos na reducdo do potencial reprodutivo e da densidade
populacional destas aves.

Outras medidas que podemos citar passam por:

- campanhas de educacao sanitaria,

- remocao de ninhos,

- vedacdo de espacos com potencial de abrigo para estas aves,

- emprego de elementos assustadores como manequins de predadores ou fogos de artificio,
- e 0 acondicionamento adequado dos restos alimentares e do lixo.

Algumas medidas também utilizadas sdo consideradas polémicas por diferentes
fatores, e dentre elas citamos:

- a utilizagdo de substancias anticoncepcionais,
- 0 emprego de cercas eletrificadas,
- e a utilizacdo de armadilhas para captura.

Vale ressaltar que, na remocdo de ninhos e limpeza dos excrementos, faz-se
necessario a utilizacdo de mascaras bem como o umedecimento das fezes, a fim de evitar a
inalacdo de agentes patdgenos.

As medidas adotadas em um determinado programa devem atender aos requisitos
técnicos, ndo causando sofrimento para os animais e, portanto com a aceitacdo da sociedade e

das entidades protetoras dos animais, estando amparada pela legislacéo vigente.



Figuran®.l. - Mulher alimentando pombos em praca publica.



2. INFLUENZA

2.1. Introducéo

Em meados de 1900, surgiu a hipdtese de ser a gripe causada por um virus, isto se deu
em face de descoberta da existéncia de elementos filtraveis. De posse desta informacéao
Wilson Smith, conseguiu reproduzir a doenca em furdes, através da inoculagdo de suas
proprias secrecOes respiratorias, bem como a de pacientes gripados.

No passado o termo Influenza era utilizado para descrever doencas respiratorias de
carater indeterminado, que afetavam os mamiferos, sendo nos dias de hoje empregado para
descrever doengas respiratdrias nos animais cujo agente etioldgico seja definido como Virus
Influenza.

Numerosas epidemias com as caracteristicas da influenza foram descritas no passado
afetando homens e animais. Tais epidemias eram e continuam sendo cada vez mais,
importantes viroses, tanto em veterinaria quanto em satde publica.

Surtos de influenza ocorrem em qualquer lugar do mundo, ao longo do ano, como
resultados da interacdo entre os virus, 0s hospedeiros e as condi¢des ambientais. Usualmente
apresentam ataque subito e rapida disseminacdo em uma determinada regido geografica.

As pandemias tém sido documentadas desde o seculo XVI (WHO, 2005) e nos ultimos
400 anos, pelo menos 31 delas foram registradas (Lazzari, 2004 apud Kamps, 2006). Durante
0 século XX ocorreram trés pandemias. Em 1918 a chamada gripe Espanhola levou a o6bito
cerca de 40 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo considerada a mais letal epidemia de
gripe da histéria moderna e que desapareceu tdo rapidamente quanto surgiu (Taubenberger et
al. 2005). Em 1957 foi a vez de a gripe Asiatica ceifar cerca de um milhdo de vidas humanas
e por ultimo em 1968 a denominada gripe de Hong Kong matou aproximadamente um milhao
de pessoas. Os impactos alcangados por suas mortalidades colocaram-as nas condicGes de
devastadora, moderada e branda respectivamente.

Em humanos, embora a morbidade mais alta esteja em pessoas com 20 anos ou menos,
a taxa de mortalidade mais alta ocorre entre pessoas com 65 anos ou mais. A mortalidade
média de humanos por influenza em adultos de 65 anos de idade ou mais velhos a cada ano €
de 1:2200. A pandemia de 1918 ocasionou alta mortalidade em jovens adultos e naqueles
acima de 65 anos, caracteristica que ndo se repetiu em pandemias subsequentes. Nas
epidemias de 1957 e 1968, muitas pessoas faleceram e um em cada 300 adultos com 65 anos
de idade ou mais morreu. Embora a mortalidade humana seja mais alta no primeiro ano de

surto com novo subtipo, a mortalidade acumulada nos anos seguintes interpandemia é



significativamente mais alta que a do primeiro ano (Murphy, 1996).

A disseminagdo da doenca pode ser feita de varias maneiras, por exemplo, através de
aves doentes ou mesmo portadoras assintomaticas, como observado em algumas espécies
migratorias. Tal fato € motivo de atencdo por parte de autoridades e pesquisadores no assunto,
pois no momento do deslocamento, tais aves migratorias poderiam infectar diferentes espécies
animais e inclusive as aves domésticas do nosso plantel.

Entre as aves, 0 pombo doméstico (Columba livia domestica) é uma espécie bastante
conhecida do homem, com quem aprendeu a conviver coabitando, nos mesmos espacos
urbanos e encontrando nesta relacdo condicdes ideais para sua sobrevivéncia e reproducao.

Neste trabalho, considerando a estreita relacdo entre pombos e homens em grandes
centros urbanos, utilizamos amostras de fezes coletadas destas aves, em pracas publicas do
municipio do Rio de Janeiro, na tentativa de identificarmos neste material a presenca do virus
da influenza. Outro agente patogeno pesquisado foi o virus da doenca de Newcastle, devido a
sua importancia como responsavel por doenca capaz de gerar grandes perdas para avicultura
nacional. No presente momento estes agentes sdo motivo de preocupacdo por parte das
autoridades sanitarias fazendo com que mantenham atualizadas as normas de conduta e
procedimento frente a episodios suspeitos e situacdes de risco, padronizando as agfes de

prevencéo e controle das referidas patologias.

2.2. VirusInfluenza

O Virus da Influenza foi primeiramente isolado em 1901 (Alexander, 2000), entretanto
ele ndo foi identificado como influenza A até 1955 (Schafer, 1955 apud Salcedo, 1980).

Sao conhecidos trés tipos de Virus Influenza: A, B e C. Esses virus sdo altamente
transmissiveis e podem sofrer mutacGes (transformacfes em sua estrutura genética), sendo
que o tipo A é mais mutavel que o B e este mais mutavel que o tipo C. Os tipos A e B causam
maior morbidade e mortalidade que o tipo C. Geralmente as epidemias e pandemias estdo
associadas ao virus do tipo A. O tipo C tem pouca importancia clinica e epidemioldgica ndo
sendo relacionado a nenhuma grande epidemia.

O Virus da Influenza é o agente etioldgico de uma das mais importantes doencas, para
a populacdo humana em todo o mundo, pois pode causar desde pequenos surtos focais até
grandes epidemias mundiais ou pandemias (Lenette et al., 1995) e seu diagndstico precoce em
laboratdrios credenciados é preconizado pelas autoridades sanitarias (Brasil-MAARA, 1994).
O virus da influenza contém em sua estrutura um envelope composto pelas glicoproteinas:

hemaglutininas e neuraminidases, as quais conjuntamente definem os diferentes subtipos de



virus conforme a presenca de uma entre as 16 diferentes hemaglutininas e uma entre as 9
diferentes neuraminidases ja identificadas nos virus aviarios. Os varios subtipos diferentes de
virus de influenza aviaria variam muito quanto ao seu grau de patogenicidade nas diferentes
espeécies de aves (Brentano, 2006). Seu genoma de RNA fita simples possui oito segmentos,
dos quais trés codificam os principais antigenos que sdo a hemaglutinina (H) e a
neuraminidase (N) que caracterizam os subtipos e para nucleoproteina (NP) que determina o
tipo (Acha, 1986; Fouchier, 2005 apud Kamps, 2006).

2.2.1. Classificacao

O Virus Influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, género Influenzavirus, e
encontra-se divido em tipos A, B e C que sdo diferenciados em funcdo da composicdo da
nucleoproteina (NP) e da proteina de matriz (M1) (Horimoto, 2001). Os principais
determinantes antigénicos dos Virus Influenza A e B sdo as hemaglutininas (H) e as
neuraminidases (N) que sdo glicoproteinas capazes de determinar os diferentes subtipos do
virus. A base antigénica destas glicoproteinas, atualmente dispde de dezesseis H (H1 a H16) e
nove N (N1 a N9) para formar subtipos (Fouchier, 2005 apud Kamps, 2006).

2.2.2. Nomenclatura

A nomenclatura convencional em caso de isolamento de um Virus Influenza foi
desenvolvida por um grupo de estudo da Organizacdo Mundial da Sadde em 1971 (WHO
Study Group, 1979) e nos dias de hoje ainda é a forma empregada para caracterizar este virus,
descrevendo primeiramente o tipo do virus, seguida pela espécie hospedeira (omiti-se em caso
de origem humana), localizacdo geogréafica, nimero de série e ano de isolamento. Para o
Virus Influenza tipos A, a hemaglutinina e a neuraminidase s&o adicionadas entre parénteses,
informando assim o subtipo. Como exemplo podemos citar as amostras de origem aviaria do
surto corrente de H5N1 da Asia que foram isoladas de gansos na provincia Chinesa de
Guangdong, sendo descrito da seguinte forma: A/goose/Guangdong/1/96 (Werner & Harder,
2006).

2.2.3. Morfologia

O Virus Influenza, é muito pleomorfico, oscilando entre as formas esférica e



filamentosa, com tamanho variando entre 80 a 120 nm, apresenta-se envelopado por
membrana lipidica da qual se projetam espiculas de secéo triangular e com aproximadamente
10 nm de comprimento. Estas projecOes sdo hemaglutininas, e entre elas encontram-se
protusdes com forma de cogumelos compostas de neuraminidases, que junto com as

hemaglutininas constituem os antigenos de superficie (Pelczar et al, 1981).

2.2.4. Estrutura e composi¢do quimica

O Virus Influenza possui uma composicao quimica que varia de acordo com o subtipo
e também com a célula hospedeira, apresentando 70 — 75% de proteinas, 20 — 24% de
lipidios, 0,8-1,1% de &cido ribonucleico de cadeia simples e 5 — 8% de carboidratos (Salcedo,
1980). A variagdo na composi¢cdo é mais acentuada no que se refere a proporcdo e
composicao dos lipidios e carboidratos. Tais lipidios presentes no virus estdo localizados no
envoltorio viral e sdo na maioria fosfolipidios, colesterol e alguns glicolipidios. A ribose,
galactose, manose, frutose e glicosaminas representam os carboidratos que estdo presentes
nos virus sob forma de glicoproteinas e glicolipidios, estando a ribose presente no acido
nucléico viral (Choppin, 1975).

O Virus Influenza A possui oito segmentos de RNA fita simples de polaridade
negativa e é envelopado (Couch & Kasel., 1995). Cada um desses segmentos encontra-se
fortemente associado a uma nucleoproteina (NP), que € o principal componente protéico,
formando uma estrutura na qual o RNA enovela-se, adquirindo um modelo helicoidal
(MikulaSova et al., 2000). Cada segmento de RNA é transcrito em RNAm que codifica um
polipeptidio viral. Os polipeptidios do Virus Influenza sdo em ndmero de oito, sendo sete
deles estruturais, assim descritos: P1, P2 e P3 estdo associados a polimerase, uma
nucleoproteina (NP) ligada ao &cido nucléico, uma matriz protéica (M), a neuraminidase (N) e
a hemaglutinina (H). O polipeptidio ndo estrutural (NS) encontra-se nas células infectadas
(Inglis et al., 1976 apud Salcedo, 1980).

As hemaglutininas sdo responsaveis pela adsor¢do dos virus aos receptores presentes
em diferentes tipos de células, incluindo eritrécitos de varias espécies animais (Hirst, 1941),
pela penetracdo do virus através da membrana citoplasmatica, além de constituir o principal
antigeno, para o qual sdo dirigidos os anticorpos neutralizantes protetores (Couch & Kasel.,
1995). Por outro lado, a neuraminidase tem como funcéo a liberacdo dos virus do interior da

célula apos a replicacdo viral, e da superficie de hemécias apos a adsorcdo (Colman, 1998).



I. PE1, PB2, PA

HA ou H = Hemaglutinina; M= Proteina Matriz (1 e 2); NA ou N = Neuraminidase; NP= Nucleoproteina; NS= Proteinas néo estruturais (1 e
2); P=Polimerases (B1, B2 e A).

Figura n°.2 - Morfologia e composicéo do Virus Influenza A. Fonte Dr. Markus Eickmann,
Institute for Virology, Marburg, Germany. . http://www.biografix.de

2.2.5. Resisténcia einativacao

O Virus Influenza apresenta estabilidade em pH neutro, variando entre 7,0 e 8,0,
porém todos os subtipos sdo muito sensiveis ao pH acido sendo rapidamente destruidos. Os
diferentes subtipos requerem tempos diferentes de exposi¢ao aos raios ultravioleta para a sua
inativacdo (Lang et al., 1968). O virus é inativado quando submetido a temperatura de 56°C
durante 3 horas ou a 60°C por 30 minutos. Contudo somente mais tarde desaparecera sua
capacidade hemaglutinante (Homme, 1970). O virus se mantém estavel por longos periodos
quando em tecidos, fezes e também em &gua. A capacidade infectante do virus € destruida sob
irradiacdo gama e luz ultravioleta ( Couch & Kasel., 1995). O virus é muito estavel a — 70°C,
e pode manter-se vidvel nesta temperatura por varios anos. A uma temperatura de 4°C a
particula viral mantém sua capacidade infectante por varias semanas (WHO, 2002).
Liofilizados e estocados nesta temperatura permanecem viaveis por muito tempo. A -20°C em
pouco tempo terdo sua capacidade infectante reduzida (Salcedo, 1980).

Em virtude do alto teor de lipidios o Virus Influenza é inativado pelo éter e pelos
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detergentes, sendo sua infecciosidade rapidamente destruida quando tratado com formaldeido,
agentes oxidantes, acidos, hidroxila mina, ions amonio e detergentes como o desoxicolato de

sodio e o dodecil sulfato de sodio (Bier, 1975).

2.3.Influenza aviéria

Das trés principais formas de gripe que existem A, B e C, as duas ultimas infectam so6
humanos e ndo causam pandemias. O tipo A, que também infecta 0 homem, é encontrado em
outros mamiferos como suinos e equinos, sendo observado também em vérias espécies de
aves. As aves aquaticas sdo tidas como reservatorios naturais de todos 0s subtipos conhecidos
de influenza, sendo por vezes assintomaticas, 0 que favorece a troca de material genético e as
mutacBes, gerando novos virus capazes de se disseminar entre mamiferos e aves
(Taubenberger et al., 2005).

Diversas cepas desse virus foram isoladas simultaneamente, de aves ornamentais,
domésticas ou de granjas nos varios continentes do mundo, mostrando uma larga diversidade
antigénica, com isolamento relacionado ou ndo a quadros clinicos (Couceiro et al., 1987). Em
praticamente, todas as regides do mundo tém sido descrito isolamento de Virus Influenza A, a
partir de espécimes oriundos de aves silvestres que, através de migracdo possibilitam a
expansdo da doenca as areas mais diversas do planeta (Karasin et al., 2000; Panigrahy, 1997;
Selezione Veterinaria, 1997; Selleck et al., 1994).

2.3.1. Histérico

A primeira descricdo de uma doenga relacionada com um virus, posteriormente
identificado como da influenza aviaria, foi feita na Italia, quando da comunicacéo de um surto
de peste aviaria, em 1878. No inicio do século XX foi determinado que a peste aviaria era
causada por um virus filtravel, que causava alta mortalidade em galinhas, perus e outras
espécies aviarias (Stubbs, 1964 apud Salcedo, 1980).

No final do século XX o Virus Influenza A aviario (VIA), subtipo H5N1 saltou a
barreira interespécie e infectou humanos, quando no ano de 1997, em Hong Kong, 18 pessoas
foram hospitalizadas e seis delas faleceram. No inicio deste século, mais uma vez pudemos
observar 0 H5N1 saltando a barreira interespécie quando, em fevereiro de 2003, pai e filho
originarios de Hong Kong foram infectados ap6s viagem ao sul da China e o pai veio a
falecer. A origem da infeccdo em ambos os casos foi relacionada ao contato com péssaros
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doentes ou mercados que comercializam aves vivas (Hitt, 2004).

2.3.2.Transmissao x Fontes de I nfeccéo

Em praticamente todas as regides do mundo, tem sido descritos isolamentos de Virus
Influenza A e Virus da Doenca de Newcastle, a partir de espécimes oriundos de aves
selvagens que, através da migracao, possibilitam a expansdo da doenga as areas mais diversas
do planeta.

A influenza aviaria (IA) € uma das enfermidades avicolas da lista A do Escritdrio
Internacional de Epizootias (OIE) de notificagdo compulséria ao Servigo Veterinario Oficial
do Brasil. Sua principal via de transmissdo é sem duvida, a horizontal, representada
principalmente por excrecOes e secrecles de aves. Vale ressaltar que a infecgdo pelo virus da
IA ocorre, primordialmente, em células de rapida multiplicacdo, como as do trato respiratério
e digestivo, fazendo com que secrecdes respiratorias e fezes possam conter elevada carga viral
(Vranjac, 2006).

A exposicao as aves infectadas, suas excrecdes e secre¢cdes ou solo contaminado pode
resultar em infeccdo humana. Alimentos, agua, equipamentos e roupas contaminadas também
exercem um importante papel na transmissdo desta doenga. Todas as aves sdo susceptiveis ao
virus da influenza A, porém algumas espécies sdo mais resistentes do que outras. Contudo, 0
virus tem alta capacidade de transmissibilidade e as aves migratdrias contribuem para sua
disseminacdo intercontinental (Vranjac, 2006).

As aves aquaticas e outras aves silvestres sdo as principais fontes de disseminagéo de
diferentes subtipos de virus de influenza e exercem papel importante no surgimento de novos
virus, pois fornecem o pool de diferentes combinacdes de genes que resultam na variabilidade
dos virus de influenza observados nos outros animais e no grau de patogenicidade dos virus
encontrados nas variadas espécies. Tais aves muitas vezes apresentam-se clinicamente
normais, facilitando desta forma a disseminagédo do agente. As aves silvestres sdo, portanto as
fontes constantes da natureza na perpetuacéo e para que periodicamente circulem novos virus
aviarios (Brentano, 2006).

Apesar do municipio do Rio de Janeiro apresentar espacos com caracteristicas
predominantemente urbanas, ainda possuimos nesta cidade lagoas, baias, mangues, parques,
hortos, jardins e pracgas, que mantém importantes ecossistemas e preservam algumas areas
verdes, ndo sendo raro observar aves como maitacas e garcgas, dentre outras, buscarem
alimento e pouso em arvores localizadas em pracas, que hoje sdo povoadas por pombos.

O contato das aves domésticas com aves silvestres é determinante para a ocorréncia de
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surtos nas primeiras. O papel da transmissdo mecéanica € também importante, principalmente
por trabalhadores e técnicos ao transferir fezes infectadas para lotes susceptiveis (Alexander,
2000).

| HSN1 outbreaks in 2005 and major flyways of migratory birds
Situation on 30 August 2005
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Figuran®.3 - Surtosde H5N1 em 2005 e as principais rotas das aves migratérias.

2.3.3. Ocorréncia

Somente o tipo A do Virus Influenza causa infecgdo natural em aves, embora todos o0s
16 subtipos de H e 9 de N tenham sido isolados de aves, nas quais dois grupos distintos,
podem ser divididos considerando a viruléncia. Todos os casos de influenza aviaria de alta
patogenicidade (HPAI) tém sido relacionados a influenza A e apresentam os subtipos H5 e
H7. Os isolados muito virulentos causam a HPAI, com mortalidade que chega a atingir 100%
das aves, embora nem todos isolados desses subtipos sejam de alta patogenicidade. Os demais
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subtipos sdo menos patogénicos para aves, resultando em doenca respiratoria leve, embora
possa ser agravada por infecgGes concomitantes, imunodepressao e/ou condi¢cbes ambientais
desfavoraveis as aves. Surtos primarios de HPAI tém sido descritos desde 1959, cinco em
perus e 12 em galinhas. Subtipos causadores de HPAI sdo raramente isolados de aves
silvestres. Por exemplo, HPAI representam 15% dos isolados de patos e gansos e 2% de
outras espécies. Em silvestres, entretanto, € mais comum o isolamento de amostras de baixa
viruléncia para aves domeésticas (Alexander, 2000).

De acordo com o relatorio da O.1.E. de 1997 (O.l1.E. Bulletin, 1997), formas de alta
patogenicidade do VIA ocorreram em Hong Kong (um surto em abril e dois em maio), na

Italia (trés surtos em novembro e quatro em dezembro) e Australia (um surto).

Alta homologia entre os genes internos foi detectada nos isolados HON1, H6N1 e
H5N1 indicando que esses subtipos sdo capazes de fazer intercAmbio de genes e, portanto,
figurar como fonte potencial de isolados patogénicos para humanos, sendo necessaria a
vigilancia epidemioldgica para estes isolados em aves aquaticas e domésticas, suinos e
humanos (Hoffmann et al., 2000).

O pool genético de VIA em aves aquaticas migratérias e de praia sugere que uma
baixa transmissdo ocorre entre essas aves por todo o ano, caracterizando dois grupos
reservatorios com interseccdo geografica em todo o globo. Todos os subtipos de H e N
ocorrem nessas aves. Embora tenham sido detectadas evidentes tendéncias dos isolados serem
geograficamente restritos e hospedeiros especificos, caracterizados pela proteina NP, por
exemplo, de eqlinos, suinos, gaivotas e outras espécies de aves e isolados também de

humanos. Outros genes apresentam extensiva tendéncia a recombinacdo genética.

Todas as linhagens de VIA em mamiferos foram originadas do pool genético das aves
(possivel inclusive para influenza B). As analises dos segmentos do RNA que codificam as
proteinas das espiculas (H, N e M,) e proteinas internas (RNA transcriptases A, B1 e B2; NP,
M e S) de uma grande variedade de hospedeiros e de regides geogréaficas distintas permitiram
essas conclusdes. Os compartilhamentos genéticos de VIA entre essas espécies ocasionam
surtos e pandemias, indicando a possibilidade de suinos servir como hospedeiros
intermediarios para intercAmbio genético entre o VIA de aves (reservatorios) e humanos
(Webster et al., 1992).

Nenhum titulo de anticorpos circulantes especificos contra VIA foi detectado em 100
pombos domeésticos (Columba livia domestica) da cidade de Santiago do Chile avaliados
durante 12 meses (mar¢o 1996-marco 1997). Titulos muito baixos (1 a 3 log2) para PMV-1
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(doenca de Newcastle) e nenhum titulo para PMV-7 foram detectados (Toro, 1999).

Na China, 20 diferentes espécies de aves oriundas de quatro fazendas foram avaliadas
sorologicamente para diversos agentes de doencga para as aves industriais. Anticorpos para
Mycoplasma gallisepticum (Mg), Salmonella pullorum (SP), Clamidiose Aviaria (CA),
Doenca de Newcastle (ND), Laringotraqueite Infecciosa (LI), Doenca de Marek (DM),
Bronquite Infecciosa (BI), Sindrome da Queda da Postura (EDS), Bouba Aviaria (FP),
Leucose Aviaria, Artrite Viral e Colera Aviaria foram detectados em 13 espécies, com Mg
ocorrendo como 0 mais alto indice (25%), seguido de SP (21,5%), CA (16,67%) e ND
(15,31%). Anticorpos para Doenga Infecciosa Bursal (Gumboro), Coriza Infecciosa,
Adenovirus Aviarios do Grupo | e Influenza Aviaria ndo foram encontrados e testes

intradérmicos de tuberculina foram negativos (Zhang et al., 1996).

Outro estudo foi desenvolvido em outras 13 granjas de aves industriais e uma de aves
exoticas, nas quais todas as aves industriais foram negativas para VIA, e 39/50 das amostras
de soros das aves exoticas foram positivas para VIA. As aves exoticas tinham histérico de
doenca clinicamente semelhante a coOlera aviaria, ndo resolvida com vacinagdo contra a cOlera
aviaria e doenca de Newcastle ou soroterapia contra a doenca infecciosa bursal. A doenca
causou a mortalidade de 10.000 faisGes e o controle de novos episodios foi obtido com a
destruicdo dos faisdes sobreviventes e de outras espécies de aves, além da aplicacdo de

limpeza e desinfeccéo rigorosas (Zhu et al., 1996).

Um estudo epidemiolégico desenvolvido na Itélia investigou a presenca de VIA em
faisdes criados para esporte em fazendas de caca. As amostras de suabes cloacais de 200

individuos ndo resultaram em isolamento de agente hemaglutinante (Piccirillo et al., 1999).

Em 1997 ocorreu um fendmeno com possibilidades catastroficas, até entdo inédito
para a comunidade cientifica. Foi notificado em Hong Kong o primeiro caso de transmissao
direta de um virus aviério para humanos. Este virus subtipo H5N1 foi responsavel por 18
infeccdes, que resultaram em seis mortes (Zhou et al, 1999). Ainda na China em marco de
1999 foram reportados sete casos de infec¢bes pelo subtipo HON2 de influenza aviaria em
humanos (Bengis, 2004.), o qual, ao contrario do H5N1 e do H7N7 ndo é altamente
patogénico para aves. As pessoas infectadas, entre elas duas criangas, desenvolveram

sintomatologia branda de gripe (Hatta & Kawaoka, 2002).

Criangas sdo a principal fonte de transmissdo de Virus Influenza A na comunidade,
visto que as escolas e salas de aulas fornecem as condicdes de proximidade e aglomeracgéo

que favorecem a disseminagéo, especialmente por aerossois. O Virus da Influenza A resiste
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nos aerossois por um inverno inteiro no ambiente de baixa umidade dentro de casa nos climas
temperados (dezembro-janeiro a abril-maio nos EUA), contribuindo para a ocorréncia
estacional de influenza no inverno. A detecgdo de mutantes de hemaglutinina ao final da
primavera tem sido considerada indicacdo de risco de surto para 0 proximo inverno
(Moriuchi, 1991 apud Murphy, 1996).

Um surto de VIA altamente patogénica causado pelo subtipo H7N7 ocorrido na
Bélgica no inicio de 2003 infectou 83 pessoas e culminou com a morte de um veterinario
local. Outro recente episddio envolvendo infecgdes diretas de aves para humanos ocorreu em
2004 no Vietnd e na Tailandia, onde novamente o virus pertencia ao subtipo H5N1, tendo

sido diagnosticado pelo menos 34 casos com 23 mortes (Peiris et al, 2004).

Em maio de 2006 o Ministério da Saude da Indonésia confirmou mais seis casos de
infeccdo humana pelo virus da influenza aviaria HSN1, onde trés desses casos foram fatais.
Um dos casos ocorreu em um homem de 39 anos. Entre o aparecimento dos sintomas,
hospitalizacdo e o O6bito, transcorreram 10 dias. A investigacdo determinou que, 0 homem
limpou as fezes de pombos da calha do telhado de sua casa, pouco antes do inicio dos
sintomas (OMS, 2006).

2.3.4. Virusda Influenza Aviaria

Aves aquaticas e silvestres sdo consideradas 0s principais reservatdrios naturais do
VIA (Webster,1995), estas aves sdo comumente assintomaticas, podem eliminar virus por
longos periodos bem como estar ainda infectadas com mais de uma cepa (Johnson, 1976).
Além da possibilidade da chegada em nosso territério do virus, por meio de aves
migratorias, outras formas de introdugdo e disseminacdo devem ser consideradas:
movimentacao internacional de aves de producdo e de companhia, criagdes consociadas de
muitas espécies em um mesmo estabelecimento, o comércio de materiais genéticos, produtos
e subprodutos avicolas. Turistas provenientes de areas infectadas pelo virus, atraves de seus
calcados e vestimentas podem funcionar como vetores mecanicos.
A influenza aviéria é considerada uma zoonose, 0 que gera preocupacao permanente
aos agentes de saude publica, uma vez que subtipos tais como: H5N1, H7N2, H7N3, H7N7 e
HIN2 ja foram transmitidos de aves domesticas para humanos. O subtipo H5N1 tem-se
mostrado altamente patogénico aos seres humanos, ocasionando doenca severa e 0bitos.
A maioria dos casos de H5N1 foi reportada no sudeste e leste asiaticos, entretanto a

OMS tem expressado preocupacdo com o fato de que nem todos os paises estdo reportando
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epidemias como deveriam. China por exemplo, no passado, negou as epidemias de SARS e
HIV (Wikipedia, 2006).

A comunidade cientifica tem demonstrado grande preocupacao de que 0 virus possa
adquirir a capacidade de transmissdo entre humanos, 0 que neste caso, poderia resultar em
uma nova pandemia mundial de gripe (MAPA, 2006).

Em humanos, face ao fato do H5N1 ser um Virus Influenza, os sintomas podem
parecer com os de uma gripe comum, com febre, tosse, garganta seca e musculos doloridos.
Contudo, nos casos mais severos podem evoluir para pneumonia com grave

comprometimento do aparelho respiratorio e eventualmente podem provocar a morte.
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Quadro n°. 1 —Casos humanos confirmados deinfluenza aviéria (H5N1).

Pais 2003 2004 2005 2006 Total
Casos | Obitos | Casos | Obitos | Casos | Obitos | Casos | Obitos | Casos | Obitos

Azerbaijdo 0 0 0 0 0 0 8 5 8 5
Cambodja 0 0 0 0 4 4 2 2 6 6
China 1 1 0 0 8 5 12 8 21 14
Djibouti 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
Egito 0 0 0 0 0 0 15 6 15 6
Indonésia 0 0 0 0 19 12 53 43 72 55
Iraque 0 0 0 0 0 0 3 2 3 2
Tailandia 0 0 17 12 5 2 3 3 25 17
Turquia 0 0 0 0 0 0 12 4 12 4
Vietna 3 3 29 20 61 19 0 0 93 42
Total 4 4 46 32 97 42 109 73 256 151

Gréfico n°.1 - Percentual de casos humanos confirmados de influenza A aviaria
(H5N1) de 2003 a 2006.
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Documented Avian Influenza infections in humans

China Hong Kong
Canada 2005-2006 || 1997
{British Turkey 19 cases 18 cases
Columbia) UK 2006 12 deaths f deaths
2004 2006 12 cases 2003
2 Cases 1 case 4 deaths = 2 cases
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Figuran®.4 - Registros de infec¢cbes em humanos pelo Virus I nfluenza aviério.
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2.3.5 Epidemiologia

Os Virus Influenza sdo Unicos na habilidade de causar epidemias anuais recorrentes e
menos frequentemente pandemias, atingindo quase todas as faixas etarias num curto espaco
de tempo. Isto é possivel devido a sua grande variabilidade e capacidade de adaptacao, o que
é conseguido através das elevadas taxas de mutacdo apresentadas pelo Virus Influenza,
principalmente nas glicoproteinas de superficie (H e N), tornando-o um agente altamente
contagioso.

Epidemias de influenza de gravidade variavel tém ocorrido de maneira sistematica a
cada um a trés anos, predominantemente no inverno. Ja as pandemias de influenza, que
acometem populacdes de extensos contingentes, tém ocorrido de forma irregular, geralmente
com 30 a 40 anos de intervalo.

Dentre as comunidades, as epidemias e pandemias de influenza iniciam-se de forma
abrupta e atingem o pico em duas ou trés semanas, com duracéo total de cinco a oito semanas.
O impacto das epidemias de influenza € reflexo da interacdo entre a varia¢do antigénica viral,
o nivel de protecdo da populacdo para as cepas circulantes e o grau de viruléncia dos virus. Os
Virus Influenza estdo sujeitos a dois tipos de variacdes antigénicas, as menores ou antigenic
drift eas variagfes maiores, chamadas também de antigenic shift.

As variagdes antigénicas menores (drifts) ocorrem a cada dois ou trés anos para 0s
subtipos do virus A e a cada cinco ou seis anos para os virus do tipo B. Tais variacdes se
devem a mutacgBes pontuais nos segmentos do genoma viral que resultam em mudancgas nos
aminoéacidos que compdem as glicoproteinas de superficie, particularmente na hemaglutinina.
Surgem, entdo, novas variantes virais capazes de escapar da imunidade estimulada por
infeccdo ou vacinagdo prévia. As mutagdes pontuais que ocorrem no virus que foram citadas,
sdo resultados da substituicdo, delecdo ou inser¢do de aminoacidos. Tais drifts surgem em
funcdo da pressdo imunoldgica, e sdo responsaveis pela necessidade constante de atualizagdo
vacinal, jA que os virus sdo capazes de escapar dos anticorpos neutralizantes das cepas
circulantes em anos anteriores (Cox, 1998).

As variacfes antigénicas maiores (shifts) sdo aquelas associadas a completa
substituicdo de um ou ambos os segmentos do genoma viral, que controlam a producao de
glicoproteinas de superficie. Essas alteragdes se devem ao reagrupamento entre virus
humanos e virus que infectam outras espécies animais, e estdo relacionadas com a
segmentacdo do material genético que facilita sua recombinacdo com o material genético de
outros Virus Influenza sempre que ocorrem infeccbes mistas. Quando ocorrem grandes

variagOes antigénicas, a maioria da populacdo ndo tem imunidade para 0s novos virus e a
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doenca dissemina-se rapidamente, afetando individuos de todas as faixas etarias.

Uma das dificuldades para o controle da disseminacdo dos Virus Influenza se da pela
existéncia de diversos reservatorios animais, especialmente aves e mamiferos, possibilitando
0 reagrupamento entre genes de virus que infectam seres humanos e animais. As grandes
pandemias foram conseqiiéncias de variagfes antigénicas maiores e responsaveis por milhdes
de mortes nos episddios das Gripes Espanhola (1918-1919), Asiatica (1957), e de Hong Kong
(1968).

Analises filogenéticas sugerem que um virus aviario foi introduzido na populacao
humana, causando a pandemia de 1918. Um rearranjo deste virus com trés genes de outro
virus aviario resultou na pandemia de 1957. Em 1968 ocorreu outra mutacdo, envolvendo o
subtipo H2N2, surgido em 1957, e um virus aviario, apresentando novos genes. Este novo
subtipo formado, denominado H3N2 substituiu o subtipo H2N2. O subtipo HIN1 que estava
desaparecido da populacdo humana desde 1950, ressurgiu e atualmente circula junto com o
H3N2 (Loureiro, 2004).

Devido as epidemias anuais de gripe e ao risco de novas pandemias, 0 monitoramento
epidemioldgico do Virus Influenza é de fundamental importancia. Iniciada em 1947 a rede de
vigilancia epidemioldgica da gripe, coordenada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
inclui atualmente cerca de 110 Laboratdrios Nacionais de Influenza distribuidos em mais de
80 paises, apoiados por quatro Centros de Referéncia localizados em Londres, Atlanta,
Melbourne e Tdquio (http://www.hhs.gov/nvpo/pandemics/flu 4 htm) - acessado em
30/11/2006.
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Quadron®. 2 - Cenario dainfluenza no mundo um resumo da histéria

Ano Nome-Subtipo

Fonte Provavel

Impacto

Gripe Hospedeiro suino ou aviario de um virus HIN1 Mais de 40 milhdes de 6bitos no mundo
1918 Espanhola mutante
(HIN1)
Gripe Infeccdo mista de um animal com cepa humana Deslocamento do virus HIN1 que deixou de
1957 Asiatica H1N1 e cepa aviaria H2N2 na Asia circular
(H2N2)
Gripe de Infecgdo mista de um animal com cepa humana Deslocamento do virus H2N2 que deixou de
1968 Hong Kong | H2N2 e cepa aviaria H3 na Asia circular
(H3N2)
Desconhecida (virus quase idéntico a cepas Pandemia benigna, atingindo principalmente
Gripe Russa
1977 P epidémicas humanas de 1950. Reaparecimento coortes poés 1950. Passou a co-circular com a cepa
H1IN1 . R . -
( ) simultaneo na China e na Sibéria). H3N2
1986 HIN1 Holanda.Virus suino, derivado de um fonte Um adulto com pneumonia grave
avidria.
1988 Influenza Winsconsin/USA. Virus suino, derivado de Obito de uma mulher gravida, aps exposi¢ao a um
suina uma fonte aviaria suino enfermo
(HIN1)
1995 H7N7 U.K. Virus de pato Um adulto com conjuntivite
1997 Gripe do Hong Kong. Aves domésticas 18 casos humanos confirmados com 6 6bitos
Frango
(H5N1)
1999 China e Hong Kong. Virus Influenza similar ao ' 7 casos em humanos, com doenca leve
HION2
da codorna
2001 Recombinagdo genética dos virus HIN1 e Circulagdo na Africa, Europa, Américas do Sul e
H1N2 p
H3N2. Norte e Asia
2003 Influenza Hong Kong. Cluster familiar, apds visita a 2 casos humanos com evolugéo para o 6bito
aviaria provincia de Fujian, no sul da China
(H5N1)
Influenza 169 trabalhadores de granja afetados. Evidéncia
aviaria Holanda. de transmissdo direta p/ 2 contatos. Os 169 casos
(H7N7) com conjuntivite
Epizootias no Vietnam, Coréia do Sul e Japdo E a primeira vez que tal dispersdo geografica
Influenza e outros paises asiaticos, com transmissdo ocorre. Mais de 100 milhes de aves mortas. Mais
2004 aviéria direta para humanos em trés paises de 100 casos em humanos desde outubro/05, com
12005 (H5N1) elevada letalidade nas formas graves
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2.3.6. Sinais Clinicos

Com o periodo de incubacdo previsto entre trés e cinco dias, os sintomas da influenza
variam bastante e dependem de muitos fatores, tais como: idade, espécie afetada, a viruléncia
do virus e infec¢Bes concorrentes na criacdo. Estas viroses algumas vezes podem causar
infeccOes fatais precedidas de poucos sintomas. Na maioria dos surtos, os sintomas séo
predominantemente 0s de uma doenga respiratdria com depressdo severa, inapeténcia, tosse,
espirros, lacrimejamento, sinusite, queda brusca na producdo de ovos ou uma combinagédo
destes sintomas. Pode existir diarréia, edema de cabeca e face ou desordens nervosas. A
morbidade e a mortalidade sdo altamente variaveis dependendo de alguns fatores os quais
determinaram os sintomas clinicos acima citados.

A infeccéo pelo Virus Influenza de alta patogenicidade é uma forma exotica e severa
de influenza usualmente vista em galinhas. O inicio é subito e o curso é pequeno, as aves
afetadas adoecem completamente e a mortalidade pode aproximar-se de 100%. Os sintomas

podem relacionar-se ao sistema nervoso, respiratorio ou entérico (Whiteman, 1989).

2.3.7. Lesbes

As lesbes variam muito em funcdo da patogenicidade do virus. Na maioria dos surtos
de influenza em aves, existe inflamacdo branda a moderada da traquéia, seios da face, sacos
aéreos e conjuntivas. Em aves de postura ocorre principalmente regressdo do ovario e
involugéo do oviduto.

Varios graus de lesdes congestivas, hemorragicas, transudativas e necréticas tém sido
descritas. Em infeccGes pelo Virus Influenza de alta patogenicidade, as lesbes macroscopicas
em aves costumam ser extensas e severas. Exudatos fibrinosos podem ser achados nos sacos
aéreos, ovidutos, pericardio ou no peritbnio. As sinusites, particularmente em patos, podem
ser acentuadas e 0s seios nasais podem se distender com o exudato. Pequenos focos de
necrose podem estar aparentes na pele ou no figado, rim, baco ou pulmdes. Indicacdes de
danos vasculares frequentemente incluem congestdo, edema e hemorragias em diferentes
areas. As lesdes classicas da HPAI incluem cianose e edema de cabeca, pescoco e dos pés,
petéquias na regido do abdémen e em superficies mucosa e serosa (Whiteman, 1989). As
lesBes apresentadas em perus sdo similares as observadas em galinhas, mas podem néo ser tdo
acentuadas. Patos infectados com HPAI e excretando o virus, podem ndo mostrar nenhum

sinal clinico ou lesdo.
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2.3.8. Diagnostico

O histérico tipico, os sintomas clinicos, que incluem depressdo severa, inapeténcia e
queda brusca na producéo e ovos, aliados as lesbes como severa congestdo da musculatura,
desidratacdo, edema subcutaneo da cabeca e area do pescoco, descarga nasal e oral, severa
congestdo da conjuntiva, dentre outros podem ser sugestivos, apesar de serem similares a
outras doencas, sendo necessario para o diagnostico definitivo a realizagdo do isolamento e da
identificacdo viral. O virus frequentemente pode ser isolado em embribes de galinhas a partir
de amostras de traquéia, pulmdes, sacos aereos, exudatos sinusais e suabes cloacais. O virus
hemaglutina hemaécias de galinha (Whiteman, 1989).

Para realizacdo do diagnostico diferencial devem ser priorizadas as seguintes
patologias:

=> Colera aviaria
=> Doenca de Newcastle velogénica

=> Laringotraqueite infecciosa

2.3.9. Profilaxia e Controle

Considerando que ndo é recomendado o tratamento de aves que sejam suspeitas ou
que apresentem quaisquer sintomas de influenza, as medidas profilaticas ganham maior
destaque na adocdo do sistema de manejo a ser implementado em uma criacdo. Dentre as
medidas adotadas destacamos as seguintes:

=> Evitar o contato entre aves domésticas do criatorio com aves silvestres em
particular com as de hébito aquético;

=> Evitar introduzir, no plantel, aves sem o conhecimento de seu “status”
sanitario;

=> Em éareas onde a influenza aviaria tem sido um problema, utilizar uma
rotina de monitoramento através da sorologia das aves ou da pesquisa de anticorpos na gema
dos ovos;

=> Realizar controle do transito humano nas dependéncias do criatorio;

=> Adocéo de procedimentos apropriados de limpeza e desinfeccéo;

=> Criar lotes de aves com a mesma faixa etaria por cada fazenda de criacdo
(sistema tudo dentro tudo fora) e

=> Toda suspeita de influenza aviaria deve ser imediatamente reportada as

autoridades sanitarias locais
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Contudo, diante de surtos outras medidas também devem ser adotadas, das quais
destacamos:
=> Todo surto de influenza aviéaria deve ser imediatamente reportado as
autoridades sanitérias locais
=> Abater todos 0s animais;
=> Livrar-se de todas as carcagas e produtos de origem animal,
=> Limpeza e desinfeccéo e
=> Aguardar no minimo 21 dias antes de promover o repovoamento das
instalacGes.
No passado foi considerado contraproducente o uso de vacinas contra HPAI, pois o
seu uso podia ndo conferir imunidade para as aves e ainda introduzir no plantel o agente
patégeno. Contudo, nos recentes surtos do Paquistdo e México, vacinas inativadas foram

utilizadas para combater a rapida disseminacdo da doenca.

2.3.10. Impacto Socio-Econdémico

Na maior parte das vezes um surto traz sérias consequéncias para a sociedade que nao
se limitam aos efeitos imediatos sobre a economia do pais afetado, pois no mundo globalizado
onde as distancias se tornaram menores e as informacdes fluem com tamanha velocidade, a
noticia de um foco de influenza carreia muito mais que embargos de paises importadores,
vindo acompanhada de reflexos sobre setores como o de turismo, com efeitos mais tardios
como o cancelamento de eventos e viagens. Recentemente foi observada a grande expectativa
quanto a realizagdo da copa do mundo de futebol na Alemanha, que se via ameacada em
funcéo do curso da influenza na Europa.

A sociedade também sofre com os gastos elevados dos governos em areas como a de
salde, com a aquisi¢cdo de vacinas e medicamentos antivirais, muitas vezes de eficacia
duvidosa.

Como exemplo de impacto socio-econémico, podemos citar o fato ocorrido na
Holanda no ano de 2003, quando uma forma branda do virus sofreu mutacdo, tornando-se
agressiva gerando como consequéncia o sacrificio de um quarto da populacdo aviaria da
Holanda, a um custo de milhdes de euros, fazendo com que a Unido Européia sacrificasse
cerca de 30,7 milhdes de aves em 1300 aviarios, com a finalidade de conter o surto que
causou também a morte de um médico veterinario (ProMED-mail — htpp://www.isid.org)
Acessado em 28/03/2004.
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2.3.11. Influenza Aviéria no Brasil

Hé ainda pouquissimos estudos na literatura cientifica nacional e internacional sobre a
ocorréncia de VIA nas aves silvestres e ornamentais da fauna brasileira. Os trabalhos
descrevem avaliacGes de fauna local, com amostragem de algumas espécies. Um estudo da
fauna de aves da cidade do Rio de Janeiro descreveu a ocorréncia e caracterizou estirpe de
VIA natural em espécies ornamentais nesse estado (Couceiro, 1987). Contudo, as aves
aquaticas e outras aves silvestres sdo a principais fontes de disseminacdo de diferentes
subtipos de Virus Influenza e exercem papel importante no surgimento de novos virus, pois
fornecem o “pool” de diferentes combina¢tes de genes que resultam na variabilidade dos
Virus Influenza encontrados em diferentes espécies animais. As aves silvestres sdo, portanto
as fontes constantes da natureza na perpetuacdo dos virus aviarios e para que periodicamente

circulem novos virus aviarios (Brentano, 2006).

Em avaliacdes soroldgicas de plantéis industriais conduzidas em Minas Gerais, em
frangos de corte, ndo foram detectados anticorpos para VIA. Apds os surtos de 1983-1984 nos
EUA, os pesquisadores investigaram anticorpos para VIA H5N2 em frangos de corte, com
vistas a determinar o status sanitario especifico desses. Para os ensaios laboratoriais, foi
utilizada a gel precipitacdo em agar, ndo sendo detectadas quaisquer reacdes especificas para
VIA. Soros de 2000 frangos, entre 49 e 60 dias de idade, de 175 lotes em 96 granjas
comerciais das regides do Alto Sdo Francisco e Metallrgica de Minas Gerais, colhidos entre
1985 e 1986, foram avaliados. Os resultados indicaram que as estratégias de biosseguranca
adotadas pelo Ministério da Agricultura, proibindo a importacdo de aves e ovos férteis dos

EUA no periodo critico, foram eficientes (Resende et al., 1990).

Atualmente, o Ministério da Agricultura mantém monitoracdo permanente das aves
importadas nas portas de entrada do pais. O Projeto de Vigilancia Ativa (Projeto de
Vigilancia, 2001) do Plano Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), coordenado pelo
Ministério da Agricultura, em colaboracdo com instituices publicas (universidades,
secretarias de agricultura, institutos de pesquisa, etc.) e privadas (industria, laboratérios de
producdo de vacinas e diagnostico, etc.) prevé também a amostragem para a avaliacdo
permanente dos plantéis comerciais nacionais, que inclui a simultanea avaliacdo para virus e

anticorpos, para a doenca de Newcastle e influenza aviéria.
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2.3.12. Influenza aviaria como zoonose

Em humanos, a ocorréncia de influenza tem sido regularmente acompanhada. Um
estudo de 12 meses apos a implementacao do programa de vacinacgdo voluntaria indicou que a
vacinacdo nao foi suficiente para a reducdo dos episodios clinicos e faltas ao trabalho em
relacdo aos individuos ndo vacinados (Ramadan et al., 2001).

Em outro estudo, soros de humanos foram avaliados em Belém do Para para
anticorpos contra influenza A e B, nos anos de 1992 e 1993, por inibicdo da hemaglutinacédo
para anticorpos contra A/Taiwan/1/86 (H1N1), A/Beijing/353/89 (H3N2) e
B/Yamagata/16/88. Anticorpos para ambas as estirpes de influenza A foram detectados em
84% (H3N2) e 56% (H1N1) dos soros e niveis mais baixos para o tipo B. Um aumento na
incidéncia de titulos para H3N2 e tipo B foi detectado em 1993 (Santos et al., 1997).

Anticorpos para H3N2 A/Hong Kong/1/68 e A/Bangkok/1/79 e A/Brazil/11/78
(H1N1) foram também investigados em nativos da tribo Kren-Akorore (Parque Indigena do
Xingu), tribo contatada pela primeira vez apenas em 1973, para os quais nenhum titulo de
anticorpos foi detectado, indicando a auséncia de transmissdo por contato prévio e o

isolamento dessa populacdo (Nascimento et al., 1985).

Os estudos citados demonstram uma preocupacdo permanente por parte das
autoridades sanitarias com esta doenca, que nos ultimos 100 anos levou a 6bito mais de 40
milhdes de pessoas por ocasido de trés epidemias. Contudo, no momento atual o que mais
preocupa as autoridades é o envolvimento do virus da influenza aviaria HS5N1 em episddios
recentes, em diferentes paises, episodios estes que a partir de 2003, ja totalizam mais de 150
Obitos humanos, provocados por transmissao direta do virus, das aves para 0s homens. Casos
humanos de influenza aviaria A tém sido relacionados a contato direto com aves doentes ou
mortas nas areas rurais. Considerando que o H5N1 é antigenicamente novo e altamente
patogénico para o0 homem, e que ele pode adquirir a habilidade para ser eficientemente
transmitido de humano para humano, a Organizacdo Mundial de Saude desde 1997
recomenda para todos 0s paises, que se preparem para uma nova pandemia, a qual é temida,

inevitavel e possivelmente iminente (Taubenberger, 2005).
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Figura n° 5- Micrografia eletronica de transmissdo de coloragdo negativa. - Virus

Influenza. (Fonte: Dr. Erskine Palmer, CDC).
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3. DOENCA DE NEWCASTLE

3.1. Introducéo

A Doenca de Newcastle (DN) possui etiologia viral e é uma das enfermidades mais
temidas pelos avicultores, devido a alta morbidade e mortalidade, com conseqlientes perdas
econdmicas, sendo classificada como uma doenga da lista A da OIE (http.www.oie.int/
22/04/2002). Existem diferentes tipos de virus que podem determinar variaces na severidade
da enfermidade, que podem confundir-se com outras patologias que se manifestam de forma
semelhante, como por exemplo, a influenza aviaria. O virus é capaz de afetar o trato
respiratorio, digestivo e o sistema nervoso (Noguera, 2003).

A doenca € caracterizada por apresentar uma acentuada variagdo na morbidade,
mortalidade, sintomas e lesGes, acometendo usualmente galinhas e com menor frequéncia
perus. Contudo vérias espécies de aves sao susceptiveis nas diferentes faixas etarias, o que a

torna uma das mais importantes doencas das aves domésticas (Whiteman, 1989).

3.2. Virusda Doenca de Newcastle

3.2.1. Classificagao

Integrante da familia Paramyxoviridae, o Virus da Doenca de Newcastle (VDN) pertence
ao género Rubulavirus, possuindo genoma ARN. Existem 9 sorotipos de paramyxovirus de
aves designados de AMPV-1 a AMPV-9, sendo o VDN o sorotipo 1, ou seja, AMPV-1
(Carter et al., 2005).

Dependendo da viruléncia do agente, a DN pode manifestar-se em diferentes graus de
severidade que variam desde uma infec¢do subclinica, onde os sintomas sdo inaparentes ou
discretos, até uma doenga fatal que aparece repentinamente e resulta em alta mortalidade das
aves. Testes de inoculagcdo em pintos de um dia permitem caracterizar e classificar o VDN em
cinco patétipos. Por patotipo entende-se o grau de patogenicidade do virus e, portanto, a

severidade da doenca causada por determinada cepa do virus. (Quadro 3)
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Quadro n®. 3 - Patétiposdo VDN.

Classificacdo Forma Sintomas Patogenicidade Observacdes
Elevada
1- Viscerotrépico Apatia, diarréia esverdeada e i
o Doyle ° ha - Alta mortalidade  em
e velogénico lesGes hemorragicas intestinais galinhas

Espirros, corrimento nasal, ruido

dos pulmdes, edema de cabeca e
Mortalidade pode

2- Neurotrdpico e face, torcicolo, paralisia das
. Beach Alta chegar a 100% das
velogénico pernas e tremores musculares
aves
Baixa mortalidade
Respiratorios leves, queda de e mais comum
3- Mesogénico Beaudette  postura  em poedeiras e Leve em aves jovens

eventualmente sintomas nervosos

Respiratorios brandos Usados como

4- Lentogénico Hittchner Leve cepas vacinais

5- Entérico Né&o causa sintomas ou lesdes nas N Usados como
do
assintomatico Assintomética  aves L cepas vacinais
patogénico

Logo, considerando o quadro acima, nem todas as cepas do VDN causam doenca
(MAPA, 2006).
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3.2.2. Morfologia

Os paramyxovirus sao altamente pleomérficos, sendo observadas varia¢fes nas formas
entre esféricas e filamentosas (Carter et al, 2005). Geralmente sdo esféricas e com um
didametro variando entre 100 e 500 nanémetros (nm), embora formas filamentosas com cerca

de 100 nm de comprimento sejam vistas com frequéncia (Alexander, 2003 in Saif, 2003)
3.2.3. Estrutura e Composi¢cao Quimica

O VDN é formado por molécula de RNA de fita simples, com peso molecular
aproximado de 5 x 10 ®, a qual corresponde a 0,5% do peso da particula viral, particula esta
que apresenta cerca de 6% de carboidratos, além de 20 a 25% de lipidios derivados da célula
hospedeira. Com um genoma codificando cerca de seis diferentes proteinas, o VDN revela-se
muito pleomorfico, sendo esta uma caracteristica tipica das particulas virais pertencentes ao
género Rubulavirus.

As proteinas codificadas sdo assim representadas: L — associada ao nucleocapsideo,
tem acdo direcionada a RNA polimerase, HN - responsavel pelas atividades de hemaglutinina
e neuraminidase, M — matriz, P- fosforilado associado a nucleocapsideo, F- pequenas
projecdes superficiais também denominadas de proteinas de fusdo e o NP- nucleocapsideo
(Alexander,2003 in Saif, 2003).

3.2.4. Resisténcia e inativagao

O VDN ¢ inativado pelo pH &cido, assim como pela formalina e pelo fenol, sendo
sensivel também ao éter. Quando submetido a temperatura de 56°C por 3 horas ou 60°C por
30 minutos o virus torna-se inativo, contudo é capaz de sobreviver por longos periodos em

temperatura ambiente, especialmente quando nas fezes (http.www.oie.int/ 22/04/2002).

3.2.5. Ocorréncia

A DN € relativamente comum, vindo a se tornar endémica em muitos paises do mundo
e ocorrendo em todos os paises criadores de aves domésticas. Todas as faixas etarias sdo

susceptiveis, ocorrendo usualmente em galinhas e com menor freqiéncia em perus. Alguns

paises da Europa tém permanecido livres por anos (OIE, 2001).
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3.2.6. Epidemiologia

Dentre as varias espécies de aves domesticas e silvestres que podem ser acometidas
por este paramyxovirus, as galinhas sdo, dentre as domeésticas as mais susceptiveis. Desta
forma superando patos e gansos.

Uma condicdo de portador pode acontecer entre as aves silvestres, fato que também
pode ser observado em alguns membros da familia psitacidea.

As taxas de morbidade e de mortalidade variam em funcdo da espécie acometida e da

viruléncia da cepa viral envolvida.

3.2.7. Fonte de infeccdo e modo de transmissao

Secrecdes do trato respiratorio, fezes e carcagas sdo verdadeiras fontes de infeccéo.
Contudo é fato que alguns passaros permanecem eliminando o agente de forma intermitente,
por intervalos maiores de um ano, como observado em alguns psitacideos. As secre¢des do
trato digestivo também sdo importantes fontes de infeccdo, devido a possibilidade de
replicacdo nas mesmas (Noguera, 2003).

A transmissdo ocorre atraves do contato direto com secrecdes e fezes de passaros
infectados, bem como através da agua, alimentos, fGmites, roupas etc, que estejam
contaminados (OIE - Organisacion Mundial de Sanidad Animal http://www.oie.int/ 2002).

3.2.8. Sinais Clinicos

Nos homens

Humanos séo ocasionalmente infectados, resultando em doenga branda, similar a
influenza, apresentando sintomas de conjuntivite (Carter et al., 2005), sendo a doenga na
maioria das vezes unilateral com curso aproximado de uma semana. Em alguns casos podem

ocorrer edema e hemorragia subconjuntival.

Nosanimais

O periodo de incubacdo é de aproximadamente cinco dias antes do aparecimento dos
primeiros sintomas. Dentre 0s sinais apresentados podemos destacar: tosse, falta de ar,

descarga nasal, diarréia verde aquosa, depressdo, tremor muscular, asas caidas, paralisia
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completa, baixa na producdo de ovos, edema ao redor dos olhos e morte repentina
(http//www.cdfa.ca.gov/2006).

A severidade dos sintomas estd relacionada com a cepa e a quantidade do virus
atuante, estado imunolégico da ave, grau de exposicao, presenca de outros agentes infecciosos
e condicdes ambientais. Nos casos agudos pode ocorrer mortalidade sem outras manifestaces
clinicas, contudo aves que morrem na fase aguda da doenca podem apresentar diarréia
esverdeada, torcicolo, tremores musculares e paralisia das asas e patas.

Na forma nervosa existem transtornos respiratorios severos seguidos de sintomas
nervosos, queda na producdo de ovos e geralmente auséncia de quadros gastrintestinais; com
a morbidade podendo alcancar 100% e a mortalidade até 90% em aves jovens e até 50% em
adultos.

Em surtos de campo causados por cepas menos patdgenas, podem ser gerados quadros
respiratorios e queda na producdo de ovos que podem durar varias semanas, com mortalidade
geralmente baixa, exceto em aves susceptiveis muito jovens.

Quando a enfermidade é causada por cepas altamente patdgenas, se observa dispnéia,
tristeza, debilidade, prostragdo e morte, a qual pode alcangar 100% dos casos (Noguera,
2003).

3.2.9. Lesdes

A presenca e severidade das lesbes estdo relacionadas aos diferentes fatores citados
com acdo direta sobre os sinais clinicos e consequentemente sobre as lesdes. Dentre a
variedade de lesdes que a enfermidade pode apresentar em funcéo de suas diferentes formas,
podemos citar:

-Edema do tecido intersticial ou peritraqueal da garganta, principalmente na entrada
torécica.

-Congestéo e hemorragia na mucosa traqueal

-Petéquias e equimoses na entrada do préventriculo, concentrada em torno dos
orificios das glandulas mucosas

-Edema, hemorragia, necrose ou ulceracdo do tecido linféide na mucosa da parede
intestinal

-Edema, hemorragia ou degeneracdo dos ovarios, etc.

Nenhuma lesdo macroscopica € considerada patognomonica, devendo-se examinar
varios passaros na tentativa de diagnosticar a enfermidade, sendo que o diagnostico final deve

aguardar o isolamento e a identificag&o do virus.
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A presenca de lesdes hemorragicas no trato intestinal € um critério que se tem
empregado para diferenciar as cepas velogénicas-viscerotrépicas das neurotrdpicas, e estas
lesBes sdo frequentemente no préventriculo, cecos, cloaca, tonsilas cecais e demais &reas do
trato intestinal.

Em aves de postura se observam ovos flacidos e degenerados, hemorragias e palidez

de outros 6rgéos reprodutores e retencdo de ovos na cavidade abdominal (Noguera, 2003).

3.2.10. Diagnéstico

O diagnostico clinico baseado no historico, sintomas e lesdes podem estabelecer um
forte indicador de suspeita, uma vez que a DN tenha sido identificada positivamente em uma
area, contudo a confirmacdo laboratorial devera sempre ser buscada.

O isolamento usualmente é realizado em embriGes de galinha e para identificacao
alguns testes sdo considerados de grande utilidade, como por exemplo, a hemaglutinacéo, a

inibicdo da hemaglutinagdo e a virus neutralizagdo (Whiteman, 1989).

3.2.11. Profilaxia e Controle

A profilaxia e controle da DN consistem, dentre outras a¢des, na ado¢do das seguintes
medidas:

-> Isolamento do surto

-> Sacrificio das aves infectadas e expostas

-> Limpeza e desinfecgéo das instalagoes

-> Eliminagdo apropriada das carcagas

-> Manter as instalagdes vazias por pelo menos 21 dias antes de reintroduzir novas

aves
-> Controle do trafego humano
-> A vacinagdo pode reduzir de forma acentuada as perdas nos plantéis de aves
domeésticas

3.2.12. Impacto Socio-Econdmico

E grande o impacto sofrido diante da presenca de um foco da doenca, isto ocorre em
funcdo de diversos fatores tais como:

-> Restri¢do a exportacao de frangos de corte e outros produtos de origem avicola.
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-> Interrup¢édo ou acentuada queda de postura.

-> Morbidade e mortalidade elevadas quando diante da forma patogénica.

-> Deterioracdo da qualidade interna e externa dos ovos.

-> Reducéo da fertilidade e da eclodibilidade.

-> Comprometimento dos parametros zootécnicos.

O VDN provoca perdas econdmicas globais realmente elevadas. Nos paises
desenvolvidos, onde a induUstria avicola encontra-se estabelecida, ndo sdo apenas 0s surtos de
VDN extremamente dispendiosos, mas tambeém as medidas de controle, incluindo vacinagdes,

que representam um alto custo permanente para industria (Leslie, 2000).
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4MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Virus.

Foram utilizadas amostras de Virus Influenza A/Eq/Rio de Janeiro/23/01 (H3N8)
procedentes do Laboratorio de Viroses Veterinarias (LVV) da Universidade Federal Rural do

Rio de Janeiro (UFRRJ), e amostras vacinais (La Sota) do virus da doenca de Newcastle.

4.1.2. Fezes.

Foram analisadas 322 amostras de fezes frescas, de pombos (Columba livia
doméstica), coletadas diretamente no solo, procedentes de largos e pracas publicas do
municipio do Rio de Janeiro.

Ao coletarmos as amostras, utilizadas neste trabalho, procuramos trabalhar com uma

distribuicdo representativa nas diferentes areas da cidade.

Para tanto foram escolhidos locais com importante potencial para transmissdo dos
referidos agentes patdgenos, quer pela grande quantidade de pombos, bem como pelo transito
elevado de pessoas nos mesmos (Anexo 6). Consideramos também areas com transito
potencial de turistas como, por exemplo, Largo do Machado, Cinelandia, Maracand, Praia de
Botafogo e Praca Maua.

4.1.3. Solugdo Salina Tamponada, pH 7.2 (PBS).

Para a diluicdo das amostras, bem como para a realizacdo das provas de HA utilizou-

se a solucéo salina tamponada, pH 7.2 assim composta:

- Cloreto de sédio (NaCl) 8,00 g
- Cloreto de potéssio (KCI) 0,20 g
- Fosfato dissédico (NazHPO42H20) 1,13 g
- Fosfato bipotassico (K2HPOa4) 0,20 ¢
- Agua destilada q.s.p. 1000,00 mL

Ajustar para pH 7.2 e autoclavar a 115°C durante 10 minutos.
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4.1.4. Acido Citrato Dextrose (A.C.D.).

O A.C.D. utilizado como anti-coagulante de escolha para a coleta das hemécias de

galinha apresentava a seguinte composicao:

- Glicose (Dextrose — CsH120¢) 11,00 g
- Citrato de sodio (NasCeHs5072Hz2) 11,26 g
- Acido Citrico (CeHsO7) 4,00 g
- Agua destilada deionizada q.s.p. 500,00 mL

Autoclavar a115°C por 10 minutos.

4.1.5. Hemacias de galinha.

Foram colhidas assepticamente, dos plantéis de aves doadoras do Laboratorio de
Biologia Animal (LBA) da Pesagro/Rio de Janeiro e da Granja Tolomei®, em A.C.D.,
utilizando-se a proporcdo de 1,5 mL do anti-coagulante para 8,5 mL de sangue. Tais aves

eram livres de anticorpos para influenza, Newcastle e também para micoplasma.

4.1.6. Microplacas, Pipetadores/ Diluidores e Ponteiras.

Nas provas de HA foram utilizadas microplacas de 96 pocos com fundo em “U”,
pipetadores/diluidores automaticos mono e multicanal, de 25 microlitros, com ponteiras

descartaveis.

4.2. METODOS

4.2.1. Célculo donimero amostral

Quando se pesquisa grandes populacbes, ou as teoricamente chamadas populacfes
infinitas, utiliza-se a seguinte férmula (Thrusfield, 2003):

n=1,962x Pesp (1-Pesp)/d?

Onde

n = é o tamanho da amostra;

Pesp. = ¢é a prevaléncia esperada e

d = Precisdo desejada absoluta.
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Contudo, ao considerarem-se populacfes relativamente menores que as teoricamente
infinitas, é possivel selecionar-se uma amostra de tamanho reduzido, mantendo o0 mesmo grau
de precisdo, através da formula abaixo (Thrusfield, 2003):

naj=(N.n)/(N+n)

Onde

n aj = amostra ajustada N= populacdo estimada

Foi considerado neste trabalho, que o total de pombos existente nas areas onde foram
coletadas as amostras é de aproximadamente 2000 animais. Tal estimativa baseou-se em
contagens realizadas em cada ponto de coleta em pelo menos duas diferentes datas, no
momento em que estas aves eram alimentadas. Com um nivel de confianca de 95% e precisao
absoluta desejada de 5%, foi utilizada uma prevaléncia de 50%, por ndo conhecermos as
prevaléncias das doencas aqui pesquisadas, o que nos forneceu um valor tabelado de n = 384.

Assim sendo, aplicados os referidos valores, obtivemos:

n aj = (2000. 384) / (2000 + 384).: 768000/2384 = 322,14

Portanto foram utilizadas 322 amostras.

4.2.2. Coletade Amostras

Os principais sitios de replicacdo do VIA séo os tratos respiratorio e digestivo, justificando
assim, a coleta de amostras de fezes como material de eleicdo para a realizacdo deste trabalho.
Foram coletadas, diretamente do solo, fezes frescas de pombos de vida livre encontrados em
pracas publicas do municipio do Rio de Janeiro. No intuito de obter amostras representativas,
dividiu-se a cidade em quatro zonas, foram elas: centro, oeste, norte e sul. Em cada zona foram
escolhidas pracas publicas que apresentassem grande densidade e/ou movimentacdo de pessoas
(Anexo 6), bem como uma elevada populacdo de pombos. Aspectos como pontos de alta
circulacdo de turistas e eixos viarios (rodoviario, metroviario e ferroviario) também foram
considerados (Anexo 7). Outros fatores mais relacionados ao momento da coleta foram avaliados,
como a necessidade de alimentacdo dos pombos para facilitar 0 processo; a escolha de uma area
considerada mais “limpa” para obtencdo das amostras; a definicdo dos melhores dias e horarios,

levando-se em conta o0 comportamento destas aves.

38



4.2.3. Pontos de Coleta de Amostras
Considerando os aspectos citados na descri¢do dos topicos, calculo do nimero amostral e
coleta de amostras, foram visitados 11 largos e pragas publicas, das quais totalizamos 322

amostras coletadas, conforme descrito no quadro a seguir:

Quadro n®. 4 - Pontos de Coleta de Amostras

Zona Localidade Latitude Longitude N°.de Amostras
1-Centro | - Cindlandia S22054'49.9” W 43°10'39.7" 23
“ Il - Praga Tiradentes S22064'23.7 W 43°10'52.2" 25
“ [l - Pragca Mau& S22°53'47.0" W 43°10'53.7" 26
2-Norte IV - Praga Saens Pena S22°59'29.6” W 43°13'56.4" 30
“ V - Maracand 1 S22°54'46.5” W 43°14'04.5" 26
“ VI - Pavuna 2 S22048 20.7" W 43°21'52.0" 24
3-Sul VIl - Praia de Botafogo S22°56'53.1" W 43°10'56.0" 38
“ VIII - Largo da Gléria S$22055'11.2 W 43°10'33.7" 33
“ IX - Largo do Machado S22055'49.3" W 43°10'45.2" 24
4-Oeste X - Santa Cruz 3 S22055'34.0" W 43°41'25.8" 30
“ X1 - Campo Grande 4 S22954'21.2" W 43°33'43.1" 43

Tt =322

1- Ao redor do Estadio Mario Filho; 2- Praga Copérnico; 3- Largo do Bodegéo; 4- Praca Dom Joao Esberard

Amostras Coletadas

Cinelandia
Tiradentes

Centro

Maracana

Zona Norte

Largo do
Machado

Sans Pena

Botafogo
Santa Cruz

Gréafico 2 - Pontos de Coleta x Amostras Coletadas

Zona Oeste
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Todo o material coletado foi acondicionado em frascos, mantido sob refrigeracdo e
conduzido o mais rapido possivel ao laboratério onde foi estocado a -20°C, até 0 momento de uso
(Brasil-MAARA, 1994).

4.2.4. Tratamento das amostras

As amostras foram pesadas, diluidas na proporcao de uma parte da amostra para quatro
partes de PBS, homogeneizadas em vOrtex e posteriormente centrifugadas. Apds o
recolhimento dos sobrenadantes e reidentificacdo das amostras passamos a descontaminagao
das mesmas, através da adicdo de antibidticos e fungicida (penicilina, estreptomicina e
fungizona respectivamente). A concentragdo final utilizada nas amostras foi de 800 U.l./mL
de penicilina, 400 pg/mL de estreptomicina e 800 pg/mL de fungizona. O precipitado obtido

durante a centrifugacao foi devidamente identificado e estocado a -20°C

4.2.5. Inoculag&do em ovos embrionados

Uma aliquota de 0,2mL do sobrenadante tratado de cada amostra foi inoculada via
cavidade alantdica, em ovos embrionados SPF, com 10 -12 dias de incubacéo.

Os ovos inoculados foram mantidos por mais 72 horas incubados a 33 °C, para
favorecer o desenvolvimento do VIA, quando entdo os embrides foram resfriados a 4°C e o
liquido alantoico foi coletado (Manuguerra, 1999).

Paralelamente a este procedimento, uma outra bateria de ovos inoculados foi incubada
a 37°C para favorecer o desenvolvimento do VDN.

Para maior eficacia todo o material testado foi inoculado em duplicata. Ovos
embrionados nédo inoculados foram utilizados como controle.

Nesta prova utilizamos ovos cedidos pela Granja Tolomei®, sendo estes livres de

anticorpos para 0s virus aqui pesquisados, bem como de micoplasma.
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Quadro n® 5 —Inoculacdo material centro - |

Local e

Amostras (pool) incubadas a 33°C

Amostras (pool) incubadas a 37°C

n°de
amostras

Pool.1
/n° am

Ti.la/5

Ti (25)
Ti.1b/5

Pool 2
/n® am

Ti.2a/5

Ti.2b/5

Pool 3

/n® am

Ti.3a/5

Ti.3b/5

Pool 4
/n° am

Ti.4a/5

Ti.4b/5

Pool 5
/n® am

Ti.5a/5

Ti.5b/5

Pool 1
/n® am

Ti.la/5

Ti.1b/5

Pool 2

/n® am

Ti.2a/5

Ti.2b/5

Pool 3
/n® am

Ti.3a/5

Ti.3b/5

Pool 4
/n°® am

Ti.4a/5

Ti.4b/5

Pool 5

/n® am

Ti.5a/5

TI.5b/5

Mu (26)

Mu.1a/5

Mu.2a/5

Mu.3a/5

Mu.4a/5

Mu.5a/6

Mu.1a/5

Mu.2a/5

Mu.3a/5

Mu.4a/5

Mu.5a/6

Mu.1b/5

Mu.2b/5

Mu.3b/5

Mu.4b/5

Mu.5b/6

Mu.1b/5

Mu.2b/5

Mu.3b/5

Mu.4b/5

Mu.5b/6

=> Cinelandia (Ci); Praca Tiradentes (Ti) ;

Praga Maua (Mu)

Quadro n°.6 — I noculacdo material zona oeste - ||

Amostras (pool) incubadas a 33°C

Amostras (pool) incubadas a 37°C

Local e
e Pool 1
amostras

/n® am

SCla/6

SC (30)
SC1b/6

Pool 2
/n® am

SC2a/6

SC2b/6

Pool 3

/n® am

SC3a/6

SC3b/6

Pool 4
/n® am

SC4al6

SC4bl6

Pool 5
/n° am

SC.5a/6

SC.5b/6

Pool 1

/n® am

SC.1a/6

SC.1b/6

Pool 2

/n® am

Pool 3
/n® am

Pool 4
/n® am

Pool 5
/n® am

SC.2a/6 SC.3a/6 SC.4a/6 SC.5a/6

SC.2b/6 = SC.3b/6 SC.4b/6 SC.5b/6

=> Santa Cruz - Largo do Bodegéo-(SC); Campo Grande - Praca Dom Jo&o Esberard -(CG)
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Quadro n°.7 — I noculacdo material zona sul - |11

Regi&o Local e Amostras (pool) incubadas a 33°C Amostras (pool) incubadas a 37°C
de L Pool1l Pool2 Pool3 Pool4 | Pool5  Pooll Pool2 Pool3 Pool4 @ Pool5
Origem ~ amostras /Mam | /m°am  /n°am | /m®am  /n°am | /n°am = /n°am /n®am | /n°am | /n°am
LM1a/5 LM2a/5 LM3a/5 LM4a/5 LM5a/4 |LMla/5 LM2a/5 LM3a/5 | LM4a/5 | LM5a/4
LM (24) ‘ |
LM1b/5 | LM2b/5  LM3b/5 | LM4b/5 | LM5b/4 | LM1b/5 LM2b/5 | LM3b/5 | LM4b/5 LM5b/4
Gola/7 Go2al7 Go63a/7 Godal6 Go5a/6 | (GOla/7 Go62a/7 Go63a/7 Godalé | Go5a/6
m G6 (33)
GO1b/7 GO2b/7 GO63b/7 Gb64b/6  Go65b/6  GO1b/7 | GO2b/7 | G63b/7  Gb64b/6  GbO5b/6
Bola/8 Bo2a/8 Bo03a/8 Bo4a/7 Bob5a/7 Bola/8 Bo2a/8 Bo3a/8 'Bod4a/7 Boba/7
Bo (38)
Bolb/8 'Bo2b/8 Bo3b/8 Bo4b/7 Bo5b/7 Bolb/8 Bo2b/8 Bo3b/8 «Bo4b/7 | Bo5b/7

=> Largo do Machado (LM);Largo da Gléria ( G6); Praia de Botafogo (BO)

Quadro n°.8 — I noculacdo material zona norte- 1V

Regiod Local e Amostras (pool) incubadas a 33°C Amostras (pool) incubadas a 37°C
€ e Pool1 | Pool2 Pool3 Pool4 Pool5 Pooll Pool2 | Pool3 Pool4  Pool5
Origem amostras mam | /n°am | /n°am  /nPam | /n°am | /n°am = /nam = /n°am | /n°am | /n®am
Pala/5 Pa2a/5 Pa3a/5 Pada/5 Paba/4 Pala/5 Pa2a/5 Pa3a/5 Pa4a/5 Pa5a/4
Pa (24) w | ‘
Palb/5 Pa2b/5 Pa3b/5 Padb/5 |Pa5b/4 Palb/5 Pa2b/5 | Pa3b/5 Pad4b/5  Pa5b/4
IV | | |
SPla/6 SP2a/6 | SP3a/6 SP4a/6 SP5a/6 Spla/6 SP2a/6 SP3a/6 SP4a/6 | SP5a/6
SP (30)
SP1b/6 | SP2b/6 |SP3b/6 SP4b/6 SP5b/6 | SP1b/6 SP2b/6 | SP3b/6 | SP4b/6  SP5b/6
Mnla/5 Mn2a/5 Mn3a/5 Mnda/5 Mn5a/6 Mnla/5 Mn2a/5 Mn3a/5 Mn4a/5 Mn5a/6
Mn (26))
Mnlb/5 Mn2b/5 Mn3b/5 Mn4b/5 (Mn5b/6 Mnlb/5 Mn2b/5 Mn3b/5 Mn4b/5 Mn5b/6

=> Pavuna - Praca Copérnico-(Pa); Praca Saens Pena (SP); Maracana — ao redor do estadio

(Mn)
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4.2.6. Prova de hemaglutinacdo (HA) e I nibicdo da Hemaglutinacdo (HI)

4.2.6.1. Prova de hemaglutinacao.

Para determinacdo do titulo hemaglutinante dos liquidos alantdicos coletados foram
realizadas diluigdes multiplas de 2, em PBS, pH 7,2, frente a hemacias de galinha, em
microplacas de 96 pocos com fundo em “U”.

As microplacas foram incubadas em temperatura ambiente (#25 °C) durante 60
minutos, quando entdo foram realizadas as leituras (Andrade, 1999).

O titulo de uma unidade hemaglutinante (1 UHA) foi definido a partir da maior
diluicdo do liquido alantdico capaz de exercer atividade hemaglutinante completa. A reacdo
de HA foi realizada em duplicata para cada amostra testada.

Nos casos onde o teste de HA ndo indicou a presenca de virus hemaglutinante nos
liquidos alantdicos coletados, estes sofreram, pelo menos, uma passagem cega e novo teste de
HA, para confirmacdo (Brasil-MAARA, 1994).

Foram utilizadas amostras de Virus Influenza A/Eg/Rio de Janeiro/23/01 (H3N8) e
amostras vacinais (La Sota) do Virus da Doenca de Newcastle como controles positivos.

Nesta fase do trabalho foram utilizadas aves especialmente criadas para doagdo de
hemacias, provenientes de ovos embrionados SPF e soro negativas para VIA, VDN e
micoplasma, pertencentes ao plantel do LBA da PESAGRO/RIO.

4.2.6.2. Prova deinibicdo da hemaglutinagéo.

Em funcéo das provas de HA néo terem apresentado atividade hemaglutinante para os
liquidos alantoicos coletados, as provas de HI ndo foram realizadas, ocorrendo apenas o teste

dos controles, sendo as amostras encaminhadas apds a prova HA diretamente para RT-PCR.

4.2.7. Caracterizacdo molecular dosclonesvirais

As técnicas que envolveram biologia molecular, utilizadas neste trabalho, quando
objetivando evidenciar VIA, foram provenientes do protocolo desenvolvido por Elis &
Zambon (2001). Entretanto, quando o objetivo era evidenciar VDN, as técnicas empregadas
foram as do protocolo preconizado por Pang et al. (2002).
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4.2.7.1. Purificacdo do RNA viral

Preliminarmente, o liquido alantéico de ovos embrionados, inoculados com as
amostras coletadas, passou por um processo de purificagdo do RNA viral. Para tanto, foi
utilizado um “kit” para purificagdo do RNA viral (QlIAamp® Viral RNA Mini Kit Handbook)
produzido pela QIAGEN®. Conforme descrito abaixo:

1. Pipetou-se 560 ul do tampdo preparado AVL contendo o carreador de RNA em um

microtubo de centrifugacédo de 1,5 mL.

2. Adicionou-se 140 ul da amostra ao tampdo preparado AVL contendo o carreador de RNA.

Homogeneizou-se em vortex por 15 segundos.

3. Incubou-se em temperatura ambiente (15 - 25 °C) por 10 minutos.

4. Centrifugou-se rapidamente para baixar as provaveis gotas presentes na tampa.

5. Adicionou-se 560 ul de etanol (96 - 100%) a mistura e homogeneizou-se em vortex por 15
segundos.
Em seguida, centrifugou-se rapidamente para baixar as provaveis gotas presentes na

tampa.

6. Cuidadosamente aplicou-se 630l da solugdo do passo 5 para a coluna de spin do QlAamp
(em tubo coletor de 2mL) sem tocar o tubo. Fechou-se a tampa, e centrifugou-se a 6000xg
(8000rpm) por 1 minuto. Colocou-se a coluna de spin do QIAamp em um novo tubo

coletor de 2 mL, e descartou-se o tubo com o filtrado.

7. Cuidadosamente abriu-se a coluna de spin do QIAamp e repetiu-se o item anterior.

8. Cuidadosamente abriu-se a coluna de spin do QlAamp, e adicionou-se 500 ul de
tampdoAW1. Fechou-se a tampa e centrifugou-se a 6000xg (8000rpm) por 1 minuto.
Colocou-se a coluna de spin do QIAamp em um novo tubo coletor de 2 mL, e descartou-
se 0 tubo com o filtrado.

9. Cuidadosamente abriu-se a coluna de spin do QIAamp, e adicionou-se 500 ul de tampé&o

AW?2. Fechou-se a tampa e centrifugou-se a 20.000xg (14.000rpm) por 3 minutos. Em

44



seguida transferiu-se a coluna de spin do QlAamp para um novo tubo coletor de 2 mL, e

descartou-se o tubo com o filtrado.

10. Colocou-se a coluna de spin do QIAamp em um microtubo de centrifuga de 1,5mL .

Descartou-se o antigo tubo com o filtrado. Cuidadosamente abriu-se a coluna de spin do

QlAamp, e adicionou-se 60 ul de tampdo AVE equilibrado com a temperatura ambiente.

Fechou-se a tampa e incubou-se por 1 minuto na mesma temperatura. Centrifugou-se a
6000xg (8000rpm) por 1 minuto.

4.2.7.2. Transcricdo Reversa (RT-PCR)

Como é&rea alvo para a identificacdo viral, foi definida a regido conservada do gene da

proteina matriz (M), garantindo o diagndstico amplo de quaisquer estirpes de quaisquer

subtipos do Virus Influenza tipo A. Ensaios para a deteccdo de seqliéncias gendmicas que

codificam as glicoproteinas do envelope tém a vantagem de permitir a classificacdo quanto ao

subtipo (HA e NA) e a desvantagem de resultados falso-negativos, contornaveis em parte pela

utilizacdo de iniciadores para os principais subtipos ja diagnosticados.

A transcricdo reversa foi realizada mediante o seguinte protocolo:

¢ Foi preparada a mistura para RT (10 amostras):

¢

¢
¢
¢
¢
¢

40uL Tampéo de PCR 10x
60uL de MgCl2 50mM
60uL de dNTP

4uL de Randon primers
4uL de Rnasin

10puL de MMLYV Rtase

Posteriormente, foram distribuidos 17,8uL em tubos para PCR de 200uL. Adicionou-

se entdo, 22,2uL de RNA eluido anteriormente e incubou-se a 25 °C por 10minutos, 42°C por

1 hora e em seguida por 5min a 95°C. O cDNA produzido foi conservado a -20 °C até a

realizacdo da primeira PCR.

4.2.7.3. Primeira PCR

A primeira PCR foi realizada mediante o seguinte protocolo:

¢ Preparou-se a mistura para a 1°PCR (10 reagdes):
¢ 80uL de tampéo de PCR 10x
¢ 20uL de MgClI2
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¢

¢

¢

10pL de cada um dos primers externos
637uL de H20
3uL de Taq polimerase

Posteriormente, foram distribuidos 80uL desta mistura em tubos para PCR de 200uL.

Adicionou-se entdo 20uL do cDNA gerado na reacdo de RT e executou-se 0 seguinte

programa no termociclador: 94°C/2 min e realizados 30 ciclos de 94°C/1min e 68°C/1min. O

produto gerado foi conservado a -20 °C até a realizagdo da segunda PCR.

Os iniciadores externos, que correspondem a uma fracdo do gene da proteina M,

utilizados nesta reacdo foram os seguintes:

L 2

® & & 6 o oo o

AMP 71F 5'- CCG TCA GGC CCC CTC AAAGC -3
AMP 831R 5' - AGG CGA TCA AGAATC CACAA-3

4.2.7.4. Segunda PCR

A segunda PCR foi realizada mediante o seguinte protocolo:
Preparou-se a mistura para a 2% PCR (10 reagdes):

50uL de tampéo de PCR 10x

10uL do mix de dNTP

25uL de MgClI2

10uL de cada um dos primers internos

333,5uL de H20

1,5uL de Tag polimerase

Posteriormente, foram distribuidos 48uL desta mistura em tubos para PCR de 200uL.

Adicionou-se entdo 2,0uL do produto da 1% reacdo de PCR e executou-se 0 seguinte programa
no termociclador: 94°C/2min e realizados 30 ciclos de 94°C/1min, 68°C/1min e 72°C/1min. O

produto gerado foi conservado a -20 °C até a realizacdo da segunda PCR.

Os iniciadores internos, que também correspondem a uma fracdo do gene da proteina

M, utilizados nesta reacdo foram os seguintes:

¢

¢

AMP 227F 5' - GTGCCCAGTGAGCGAGGAC - 3'
AMP 622R 5' - ATCTCCATGGCCTCTGCT - 3'

46



4.2.7.5. Eletroforese em gel de agarose

A visualizagdo dos produtos da segunda PCR foi realizada em um gel de agarose a
1,5%, em tampdo de corrida TBE. A corrida foi realizada utilizando-se 100 volts durante uma
hora e trinta minutos. No preenchimento dos poc¢os foram utilizados 15uL do produto final da
reacao, adicionado de 2uL de tampdo de aplicacdo em gel e feita a eletroforese em gel de

agarose a 1,5%, em TBE 1x.

Ap0s a corrida, o gel permaneceu imerso em solucéo de brometo de etideo a 0,1% por
um periodo de 5-10 min, foi lavado em agua destilada para retirar 0 excesso de brometo e
observado em transiluminador UV de ondas curtas para a visualizacdo das bandas (Wright et
al, 1995). O tamanho esperado da banda produzida na segunda PCR para VIA foi de

aproximadamente 400 pares de base (pb).

Conforme mencionado, quando se objetivou a visualizagdo do VDN, o protocolo
utilizado foi o preconizado por Pang et al. 2002, com ele utilizamos os primers iniciadores
New A 5’-GTCAACATATACACCTCATC-3’ e New S 5’-GGAGGATGTTGGCAGCATT-
3’ e apbds o cumprimento das etapas de desnaturagdo, transcricdo reversa e PCR, com seus
ciclos especificos, apresentou como tamanho esperado da banda produzida, aproximadamente
324 pb.

- Proteina M o

Fragmento de 760 pb

227 pb 622 pb

Fragmento de 395 pb

Figura n®. 6. Representacéo esquematica de fragmentos da Proteina M (iniciador es externos e

internos).
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Figura 7. Eletroforese em gd de agar ose par a diagndstico de VDN.

Ladders Pools de Amostras Ladders

La Sota Materiais H3N8 La Sota
Controle (+) Externos  Controle(+) Controle (+)

Figura 8. Eletroforese em gel de agar ose para diagnostico de VIA/VDN.




5. OBJETIVOS

5.1. Gerais

A - Verificar a presenca de VIA e VDN entre as populacdes de pombos estudadas, na cidade

do Rio de Janeiro.

B - Avaliar a importancia dos pombos na transmissdo de VIA e VDN na cidade do Rio de

Janeiro

C - Fornecer informacdes para controle epidemioldgico das referidas enfermidades

5.2. Especificos

A - Isolamento de amostras do VIA e VDN, a partir de fezes de pombos de vida livre.

B - Avaliacdo epidemioldgica da presenca do VIA e do VDN nas regides pesquisadas

49



6. LOCAL E INFRAESTRUTURA PARA REALIZACAO DO TRABALHO

O trabalho de tese foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Biologia Animal
da PESAGRO/RIo de Janeiro, com a orientacéo do Dr. Claudio de Moraes Andrade.

6.1. Laboratorio Biologia Animal da Pesagro/Rio de Janeiro (LBA)
No LBA contamos com equipamentos e condi¢do necessaria para o cultivo do virus
em ovos embrionados, prova de HA e HI, cultivo celular e biologia molecular, entre outras

técnicas microbioldgicas. As técnicas viroldgicas utilizadas fazem parte da rotina estabelecida
no LBA.
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7. RESULTADOS

Todas as 322 amostras apds serem inoculadas em ovos embrionados, e sofrerem
passagens cegas, foram testadas pelas técnicas de HA e PCR tendo sido consideradas
negativas tanto para presenca do virus da influenza A, como para a presenca do virus da

doenca de Newcastle.
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8. DISCUSSAO

Ultimamente vivemos dias de apreensédo com a possibilidade de ocorréncia de uma
nova pandemia de influenza, bastando que algum subtipo do Virus Influenza aviario de alta
patogenicidade, adquira a capacidade de ser transmitido de homem para homem. Tal virus
desde 2003 até a presente data ja levou ao Obito pelo menos 151 pessoas (OMS,
http://who.int/csr/don/2006 .- Atualizado em 16/10/2006). Associado a tal expectativa, existe o
sério risco que a influenza aviaria e a doenca de Newcastle representam para a avicultura no
mundo. Na doenca de Newcastle velogénica viscerotropica, por exemplo, as taxas de
morbidade e mortalidade fazem com que tal patologia seja considerada, provavelmente, a
mais importante enfermidade na avicultura (Callis et al., 1988), trazendo enormes perdas
econdmicas, pois além das citadas morbidade e mortalidade geradas, 0s custos aumentam com
a necessidade de sacrificar as demais aves do plantel e com a posterior destruicdo das
carcagas, e 0S prejuizos continuam com a adocdo de medidas de quarentena e vigilancia.

Associado a todos estes fatores uma consequiente perda de mercado € praticamente inevitavel.

Em outras areas, apenas a expectativa de uma epidemia ja produz reflexos na
economia, a medida que importantes acdes sdo adotadas, como por exemplo, 0 que ocorre na
salde com a aquisicdo de vacinas e medicamentos anti-virais, com elevados custos e, por

vezes, eficiéncia duvidosa.

Na area de turismo e hotelaria eventos como congressos, reunides, shows etc. sao
cancelados gerando também uma queda nas frentes de trabalho. Recentemente o mundo
observou com atengdo os noticiarios, evidenciando uma forte possibilidade do cancelamento
da copa do mundo de futebol, a ser realizada na Alemanha (ISTOE, 08/03/06), ap6s 0 pais

sede ter feito um alto investimento para e realizagdo do evento esportivo.

Surtos de influenza aviaria por uma cepa altamente patogénica — A/HSN1 — vém sendo
notificados desde dezembro de 2003 na Asia e mais recentemente na Africa, Oriente Médio e
Europa. Cepas de influenza aviaria usualmente ndo causam doenca em humanos, no entanto,
desde 1997, varios casos de transmissdo de aves para humanos foram registrados.

A gravidade da doenga em humanos pode ser comprovada, quando constatamos que
mais da metade dos casos de influenza aviaria confirmados por laboratorio nos ultimos quatro
anos, foram fatais (OMS, http://who.int/csr/don/2006 - Atualizado em 16/10/2006), devendo a
mesma ser acompanhada e estudada de perto, considerando sempre o potencial que o0 virus

tem de evoluir e desta forma iniciar uma pandemia.
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A negatividade das amostras para a presenca do virus da influenza e também para o
virus da doenca de Newcastle representa que tais agentes nao circularam entre as populacdes
estudadas no periodo que antecedeu a coleta, sendo estas informacBes importantes ao
considerarmos aspectos relacionados a saude da publica, ao agro negdcio e a economia como
um todo, principalmente no atual momento, onde existe uma grande expectativa e apreensao

por parte da populacédo frente aos episodios de influenza aviaria que tém ocorrido no mundo.

Quando consideramos as principais rotas atualmente utilizadas pelas aves migratérias
(Fig. n°3), observamos que a possibilidade da HPAI vinda da Asia chegar ao Brasil através
destas aves é remota, bem como sabemos que o Brasil ndo importa oficialmente aves nem
insumos do continente asiatico, contudo o deslocamento das pessoas torna-se cada vez maior,
em nosso mundo globalizado, e as medidas sanitarias de controle variam muito entre 0s
diferentes paises. Entretanto, se considerarmos as rotas migratérias realizadas pelas aves em
nosso proprio continente, a situacdo passa de uma remota possibilidade & uma preocupante
realidade, face a reconhecida ocorréncia de influenza aviaria no Canada e nos Estados Unidos
de onde provém, os hospedeiros e carreadores naturais do virus, as aves migratorias. Tal fato
se agrava no momento em que estas aves retornam para o hemisfério sul em busca de
temperaturas mais amenas, situagdo observada a partir do més de setembro. Ao contrério do
que acontece em relagio aos paises da Asia, existe por parte do Brasil interesse em continuar
importando material genético de aves dos Estados Unidos, com quem mantemos uma relacéo
comercial forte bem como um intenso transito entre turistas.

Até o presente momento, o Brasil tem mantido a condicdo de pais livre de influenza
avidria. Para a manutencdo deste status sanitario torna-se fundamental um eficaz
monitoramento ativo da doenca, pratica conseguida dentre outros fatores, através de uma
intensa atividade de vigilancia, tanto em plantéis comerciais quanto em aves migratérias, bem
como aplicando os recursos necessarios nos servicos oficiais nas areas de vigilancia e defesa
sanitaria, investindo na rede de laboratdrios, estruturando os mesmos de forma a torna-los
capazes de atender com qualidade e seguranca a uma demanda crescente na rotina de

realizacdo de diagndsticos de enfermidades como a influenza aviaria e a doenca de Newcastle.

Ao avaliarmos um total 322 amostras, de 11 pragas distribuidas em quatro regides da
cidade para a presenca dos agentes patdgenos citados, constatamos que esta negatividade nos
diferentes pontos amostrados, representa de forma satisfatoria o municipio alvo da pesquisa,
principalmente ao considerarmos a densidade populacional que gira em torno dos pontos de
coleta (Quadro 4).
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Em que pese a importancia dos pombos como transmissores de diversas zoonoses, e
ainda que o mundo atravesse um periodo critico, de grande expectativa e apreensdo no tocante
a disseminacdo das patologias aqui pesquisadas, a cidade do Rio de Janeiro demonstrou ndo
apresentar tal risco potencial através da populacdo de pombos domésticos estudada, no

momento da realizacdo da pesquisa.

Uma investigacdo sorologica foi realizada, em 1996 por Zhang et al., na regido de
Lanzhou na China, em 20 espécies de aves raras, tal pesquisa visava a identificacdo de 16
diferentes doengas infecciosas. Dentre as enfermidades pesquisadas encontrava-se a influenza

avidria, para a qual a investigacdo apresentou resultados negativos.

Pesquisa visando identificar a presenca do VIA em faisfes, na Italia, foi realizada por

Piccirilo et al., no ano de 1998, tendo apresentado resultados negativos.

Toro et al., 1999, pesquisou a existéncia do virus da influenza aviaria em populagéo de
pombos de vida livre na cidade de Santiago no Chile, ndo tendo observado a presenca do VIA
nas amostras testadas, entretanto Klopfleisch et al., 2006, confirmou experimentalmente, na
Alemanha, que pombos sdo susceptiveis ao VIA A/chicken/Indonésia/2003 (H5N1) de alta
patogenicidade, enquanto Dove et al., 2004, na Slovenia, capturou e examinou 139 pombos
para as parasitoses, bacterioses e viroses mais comuns, tendo constatado que apesar de nao
terem sido observados anticorpos para VIA, a presenca de anticorpos para VDN foi verificada
em mais de 80% dos individuos examinados. Trabalhos como os mencionados, colaboram
para reforcar a idéia de que o monitoramento das aves seja de criacdo, de vida livre ou
migratdria € de extrema importancia em um plano de prevencdo da influenza e da doenca de
Newcastle, contudo tal medida ndo deve representar nossa maior preocupagdo com respeito a
chegada HPAI no Brasil, pois enquanto as aves migratorias apresentam deslocamentos
conhecidos em estagdes pré-determinadas, 0 homem no mundo globalizado, ndo reconhece
fronteiras, deslocando-se em qualquer momento para qualquer lugar, favorecendo assim o

carreamento e a transmissdo dos agentes patdgenos.
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9. CONCLUSAO

N&o foi verificada a presenca de VIA e VDN entre as populagcdes de pombos
estudadas, na cidade do Rio de Janeiro.

As regides representadas pelas pracas testadas devem ser consideradas como “Areas
Sentinela” por estarem localizada em locais de grandes aglomeragdes populacionais e fluxo
de milhares de pessoas diariamente.

Convem ressaltar que a coleta das amostras acompanhou 0s principais eixos viarios da
cidade, com énfase para a proximidade com estacGes ferrovidrias e metroviarias e ainda
assim, tais agentes ndo foram constatados no meio.

As amostras testadas foram consideradas negativas para presenca do virus influenza A
e virus da doenca de Newcastle nos testes realizados de HA e RT-PCR.

E de fundamental importancia a manutencio e o aumento das medidas de
monitoramento e de vigilancia sanitaria, no &mbito das a¢bes de Saude Publica associadas as
da Agricultura, a fim de mantermos o atual status sanitario.

No presente momento, a populacdo de pombos domésticos estudada na cidade do Rio
de Janeiro, demonstrou ndo oferecer risco potencial para a transmissdo das patologias aqui

pesquisadas.
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ANEXO 1- PROGRAMACAO UTILIZADA NA RT-PCR PARA VIA

Transcrigcao Reversa

25 °C por 10 minutos
42°C por 1 hora
95°C por 5 minutos

4°C manter
Primeira PCR

94.°C por 2 minutos
94.°C por 1 minuto
68°C por 1 minuto e 30 segundos } 30 ciclos

4°C manter
Segunda PCR

94 °C por 2 minutos

94 °C por 1 minuto 1 30 ciclos

68 °C por 1 minuto e 30 segundos J
72°C por 1 minuto

4°C manter
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ANEXO 5-LISTA DE ABREVIATURAS

apud = citado por

DN = doenca de Newcastle

DNA = 4cido desoxirribonucleico

cDNA = &cido desoxirribonucleico complementar
et al.= e colaboradores

H = hemaglutinina

HA = prova da hemaglutinacédo

HI = prova de inibi¢do da hemaglutinagdo
HPAI = influenza aviaria de alta patogenicidade
IA = influenza aviaria

OIE = office international des epizooties
OMS = organizacdo mundial de satde

M = proteina matriz

N = neuraminidase

NP = nucleocapsideo

NS = proteina néo estrutural

pb = pares de base

PCR = reagdo em cadeia da polimerase
PMV = paramixovirus

RNA = 4cido ribonucleico

RNAmM = acido ribonucleico mensageiro
RNP = ribonucleoproteina

RT = transcriptase reversa

VDN = virus da doenca de Newcastle
VIA = virus da influenza aviaria

WHO = world health organization

70



MoHFE NE
CARIAS

A, UL

Sho ok
DE MERITI

MILOPOLIS

SEROPEDICA,

.

Mapa densidade

InformagEo ndo disponivel
De 1356 a 11605

De 12126 a 24539

De 24549 a 44472

De 46325 a 297454

Bairro

Lagos

Municipio “izinho

Regido Administrativa

|11 HEE0D

Mapa 1 - Densidade Populacional na Cidade do Rio de Janeiro

ANEXO 6



; iy
u«%g |
DUGLE DE . .
g MOV IGLAGU CoBls - &
Ao i - =
DE MERITI o,
i ‘%

MILSPOLIS

SEROPEDICS,

.
A,

o

g
]
o
.
i
]

Informacan ndo disponivel
De 136 a 11605

De 12126 & 24839

De 24849 2 44472

De 46325 a 297494
Area de Planejamento
Avenida Brasd

Bairro

Ferrovia

Lagoa

Linha Amarela
LinhavVermelha
Metrowvia

heunicipio Vizinho
Regifio Admiristrativa

F,———‘:"ﬂ% it

Mapa 2 - Eixos Viarios

NERRERRREN | [l

ANEXO 7

72




SEROPEDICA,

TG

L

sy
;:ﬁ—f—% et

Ml il IF NE
NOYA IGUASL Rl
<A nbo
DE MERITI
RILGPCL
A -

Mapa 3 - Pontos de Coleta de Amostras

x

E]

Mapa Pontos de Coleta

De 29 5 30584

De 3145 a 6345

De B449 g 9708

De 9713 & 16590

De 16780 a 85569
Area de Planejamento
Avenida Brasil
Ferrovia

Lagoa

Linha Amarela
Linhaermelha
metrovia

Municipio Wizinho
Regifio Administrativa
Aeroporto

Eztédio Ezportiva

ox+ ||| 1HNNAD

praca

ANEXO 8

73



