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RESUMO

As aves silvestres aquaticas das ordens Anseriformes e Charadriiformes séo
hospedeiras naturais do virus da influenza aviaria (AlV) e do virus da doenca de
Newcastle. As espécies migratérias desempenham um papel significativo na
disseminacdo intra e intercontinental desses patdgenos, além de contribuirem
para amplificacdo e manutengéo viral em ambientes silvestres. A ocorréncia de
transbordamento viral interespécies ndo € incomum, portanto, 0 monitoramento
epidemiologico que visa detectar a circulacdo desses virus na avifauna é
imprescindivel, principalmente em locais que funcionam como sitios de escala e
invernada de aves migrantes. O estado de Mato Grosso (MT), situado no Brasil
Central, é percorrido por duas importantes rotas migratorias intercontinentais,
onde alguns sitios de concentracdo aviaria estdo localizados em regibes
periurbanas, sendo comumente observado o contato préximo entre a fauna
silvestre, doméstica e seres humanos. Esse estado é composto por trés biomas
ricos em biodiversidade: Amazonia, Cerrado e Pantanal, nos quais ja foram
catalogadas 916 espécies diferentes de aves silvestres. Tendo em vista as
caracteristicas ecoldgicas do estado de MT, o objetivo desta pesquisa foi
investigar indicios de atividade viral de AIV e NDV na avifauna local. Ao todo,
foram testadas para ambos agentes, pela técnica de RT-gPCR 1.138 amostras
de swabs orotraqueais e cloacais. Resultado positivo para Alphainfluenzavirus
foi detectado em amostra coletada de uma ave silvestre pertencente a espécie
Charadrius collaris, capturada na Baia de Chacororé, localizada no municipio de
Bardo de Melgaco (MT). A amostra positiva foi submetida ao sequenciamento
genbmico (NGS), mas ndo foi possivel obter o0 genoma completo para
confirmacao do subtipo viral. Todas as demais amostras testaram negativas para
ambos agentes. O monitoramento epidemioldgico na regido e novas buscas
deveréo ser realizadas para investigacdo desses virus na regidao do Pantanal

mato-grossense.

Palavras-chave: Charadrius collaris. Pantanal. RT-qPCR. Vigilancia

epidemiologica.



ABSTRACT

Wild waterfowl of the orders Anseriformes and Charadriiformes are
natural hosts of avian influenza virus (AlV) and Newcastle disease
virus (NDV). Migratory species play a significant role in the intra and
intercontinental dissemination of these pathogens, contributing to viral
amplification and maintenance in wild environments. Interspecies viral
spillover is not uncommon; there, epidemiological monitoring aimed at
detecting the circulation of these viruses in birdlife is essential
particularly in sites serving as stopover and wintering areas for
migratory birds. The state of Mato Grosso (MT), located in the Central-
West region of Brazil, is traversed by two important intercontinental
migratory routes, with some bird concentration sites situated in peri-
urban areas, where close contact between wild fauna, domestic
animals, and humans is commonly observed. This state comprises
three biomes rich in biodiversity: Amazon, Cerrado and Wetland,
where 916 different species of wild birds have already been cataloged.
Given the ecological characteristics of the state of MT, the objective of
this research was to investigate whether there is evidence of AlV and
NDV circulation in the local avifauna. In total, 1.138 samples
oropharyngeal and cloacal swabs were tested for both agents using
the RT-gPCR technique. Positive result for Alphainfluenzavirus was
detected in sample collected from a wild bird belonging to the species
Charadrius collaris, captured in Chacororé Bay, located in the
municipality of Bardo de Melgagco (MT). The positive sample was
subjected to genomic sequencing (NGS), but it was not possible to
obtain the complete genome for confirmation of the viral subtype. All
other samples tested negative for both agents. Epidemiological
monitoring in the region and further searches will be conducted to
investigate these viruses in the Pantanal region of Mato Grosso.

Keywords: Charadrius collaris. Wetland. RT-qPCR. Epidemiological

monitoring.
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1 INTRODUCAO

A influenza aviaria e a doenca de Newcastle (DNC) sdo as principais
doencas virais altamente transmissiveis responsaveis pela Sindrome
Respiratéria e Nervosa das Aves (SRN), ambas possuem distribuicdo mundial e
sdo consideradas enfermidades zoondéticas de notificagdo obrigatoria ao servico
veterinario oficial e a Organizacdo Mundial da Saude Animal (WOAH)
(NURZIJAH et al., 2022; FLORES, 2017). O Virus Influenza A e o Avulavirus
aviario sorotipo 1, comumente denominado virus da doenca de Newcastle, séo
responsaveis por grandes prejuizos socioecondémicos e ambientais, tais como
gueda na produtividade animal, altas taxas de morbidade e mortalidade na
avicultura industrial, limitacdo do comércio internacional de aves e seus
subprodutos, além de investimentos em medidas de prevencdo e controle de
surtos. Em relagéo a avifauna silvestre, cepas patogénicas podem ameacar a
biodiversidade, causando alteracBes ecoldgicas significativas (MEHRABADI et
al., 2022; RAMEY et al., 2022). Custos direcionados para cuidados com a saude
coletiva também sao importantes, pois trata-se de patégenos com potencial
zoonatico. Adicionalmente, a circulagdo de subtipos do virus influenza aviaria de
alta patogenicidade (HPAI) traz consigo sérias ameacas a seguranca da saude
publica mundial, em virtude da capacidade dessas variantes em romper barreiras
interespécies (WU et al., 2023).

As aves silvestres aquaticas e limicolas das ordens Anseriformes e
Charadriiformes sé8o os reservatorios naturais dos Virus Influenza A e do
Avulavirus Aviério tipo 1 (AAVv-1) (FLORES, 2017). Dentro dessas duas ordens,
as espécies que realizam movimentos migratorios sdo consideradas as
principais disseminadoras globais desses agentes, pois alguns grupos se
deslocam por longas distancias em rotas intercontinentais realizando diversos
pousos até alcancar seu destino. As paradas durante o percurso migratorio
possibilitam o contato entre espécies migrantes distintas e a avifauna residente
de diversas localizacBes geograficas, favorecendo a troca de diferentes cepas
virais (BODEWES E KUIKEN, 2018; ARAUJO et al., 2017). As aves residentes
também participam da dispersao viral pois algumas populagcdes se deslocam de
50 a 100 km dentro do territério nacional (LEITE et al., 2020).

Héa cinco rotas migratorias utilizadas pelas aves silvestres nedrticas ou

setentrionais dentro do Brasil, onde duas delas passam pela regido central do
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pais (Rota do Brasil Central e Rota Amaz6nia Central Pantanal) permitindo assim
a introducédo de aves infectadas para o estado de Mato Grosso (MT). Esses
migrantes procuram locais de invernada com grande disponibilidade de recursos
alimentares para suprir os altos gastos energéticos direcionados a atividades
fisiologicas como a muda e reproducéo, principalmente na regido do Pantanal
mato-grossense considerado um grande hotspot de biodiversidade (JAHN et al.,
2020; ICMBIO, 2019).

O Brasil liderada o ranking de maior exportador e ocupa o segundo lugar
como maior produtor de carne de frangos do mundo, sendo a producéo avicola
umas das mais importantes atividades agropecuarias para a economia do pais
(EMBRAPA, 2023; ONO, LIMA, RIBEIRO, 2021). Nao sao registrados surtos de
NDV em aves comerciais e de subsisténcia em territorio brasileiro desde o ano
de 2006, atualmente a doenca é considerada exotica no Brasil (FLORES, 2017).

Surtos globais de influenza aviaria altamente patogénica HPAI (H5N1),
vem sendo notificados em diferentes paises com taxas de infecces alarmantes,
acometendo populacdes de aves silvestres e de capoeira, além de mamiferos
silvestres, em dimensdes sem precedentes (AHMAD et al., 2023). Essa endemia
de HPAI que acomete o cenario mundial atual iniciou no ano de 2020 na Europa
e configura a maior ja registrada na América do Norte, Japdo e América do Sul
(AHMAD et al., 2023). Em maio de 2023, houve a primeira detec¢do do virus
H5N1 (clado 2.3.4.4b) em aves silvestres em solo brasileiro, no estado do
Espirito Santo. Desde entdo, foram registrados 151 focos em aves silvestres e
03 em aves de subsisténcia, predominantemente em municipios litoraneos
(MAPA, 2023; REISCHAK et al., 2023). O pais mantém o status de livre de
Influenza aviaria altamente patogénica na avicultura industrial, e medidas de
prevencao da disseminacéo da HPAI e controle de surtos foram instituidas. Todo
o territério nacional se encontra em estado de emergéncia zoossanitaria,
decretado desde maio pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2023).

As zoonoses virais compreendem mais de 70% das doengas com
tendéncias emergentes e reemergentes. Nas Ultimas décadas, verificou-se que
0s processos de antropizacdo contribuem diretamente com o surgimento de
epidemias, como consequéncia das intensas modificacdes nos ecossistemas
naturais que propiciam maiores interagdes entre a fauna silvestre, domeéstica e o
homem (MARIE; GORDON, 2023).

10



O estudo desses agentes virais precisa ser realizado sobre perspectiva
de Satdes Unica (One Health), pois a ocorréncia de surtos e epidemias em aves
comerciais, silvestres ou de subsisténcia infligem negativamente a economia, a
salude publica e ecolégica dos locais afetados. A prevencdo e controle de
doencas causadas por patdégenos com potencial zoonoético s6 tende a ser
eficiente quando abordados programas multidisciplinares que prezem pelo bem-
estar da saude humana, animal (domésticos e silvestres) e do meio ambiente
(GHAI et al., 2022).

O estado de Mato Grosso compreende uma regido com intensa atividade
agricola e agropecuaria, com vastas areas de antropizacdo e centros
periurbanos que facilitam o contato estreito entre a populacdo humana, animais
domésticos e a fauna silvestre extremamente rica nessa area do pais. Dentro
desse contexto e frente ao presente cenario mundial panzoo6tico (2020 - 2023)
com os crescentes surtos globais de HPAI (H5N1), compreende-se que o estado
de Mato Grosso seja um local propicio a introducdo de patdgenos virais
originarios e carreados pela avifauna silvestre provenientes de diversas
localidades geogréficas, tendo em vista que duas importantes rotas migratorias
intercontinentais atravessam a regiao Centro-Oeste do Brasil.

Portando, objetivamos realizar investigacbes epidemioldgicas de
vigilancia ativa com utilizacdo de técnica molecular Transcri¢cdo reversa seguida
de Reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR) para monitorar e detectar
precocemente a circulagcdo dos AIV e NDV em aves silvestres em cinco
municipios do estado de Mato Grosso. Ainda ha caréncia de informacgbes a
respeito de quais espécies estao associadas a disseminacédo a longas distancias
do AIV e NDV com introducéo na regido Centro-Oeste do Brasil, assim como as
especies residentes que funcionam como reservatorios e perpetuam a

propagacéao viral.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Influenza aviaria
2.1.1 Etiologia
Os Virus Influenza A séo os principais agentes infecciosos causadores de
doencas respiratérias em humanos e animais; frequentemente subtipos de

origem aviaria estdo associados a ocorréncia de epidemias (THOMPSON,;
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PAULSON, 2021). A circulacdo de HPAI em aves acarreta grandes prejuizos
socioeconémicos afetando de forma direta ou indireta toda a cadeia produtiva
(produtores, funcionéarios das industrias agricolas e parceiros comerciais), além
do mercado consumidor, haja vista, que a carne de frango € uma das principais
fontes de proteina animal consumidas mundialmente (MEHRABADI et al., 2022;
FLORES, 2017).

Os virus da influenza aviaria comumente conhecida como “gripe aviaria”
foram os grandes responsaveis por pandemias ao longo da histéria com altas
taxas de mortalidade na populacdo humana e animal. Ha registros historicos que
sugerem a ocorréncia de epidemias causadas por AlV desde o século V a.C.
(KIM; WEBSTER; WEBBY, 2018; COSTA; MERCHAN-HAMANN, 2016),
contudo as principais pandemias decorrentes de infec¢cdes causadas por virus
influenza aviaria que possuem registros confiaveis foram: a gripe espanhola em
1918 (H1N1) que causou um numero maior de 6bitos na populacdo humana em
comparacgao com a Primeira Guerra Mundial; a gripe asiatica em 1957 (H2N2) e
a gripe de Hong Kong em 1968 (H3N2). No ano de 2009 houve uma nova
pandemia causada pelo virus HIN1 que circulava em suinos, estudos
demonstraram que essa cepa viral teve origem a partir do rearranjo genético
entre os virus influenza aviario, humano e suino (AKIN; GOZEL, 2020; LYCETT;
DUCHATEL; DIGART, 2019).

Os hospedeiros naturais dos virus influenza aviarios de baixa
patogenicidade (LPAI) sdo as aves aquaticas silvestres das ordens Anseriformes
e Charadriiformes, nessas aves os VIA circulam de forma assintomética, contudo
em aves domésticas podem levar a manifestacdes clinicas brandas de doenca
(BEERENS et al., 2020). Cepas patogénicas (HPAI) apresentam alto potencial
em romper as barreiras interespécies e causar infeccbes em uma ampla
variedade de aves e mamiferos (domésticos e de vida livre), além de humanos.
A ocorréncia de transbordamento viral na interface selvagem-doméstica néao é
incomum em casos de epidemias de HPAI pelos subtipos H5 e H7 (HILL et al.,
2022; FLORES, 2017).

A gripe aviaria € uma doenca infectocontagiosa de carater agudo e alta
disseminagao, possui distribuicdo mundial estando listada como doenca de
notificacdo obrigatorio pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (WOAH)
(AFANADOR-VILLAMIZAR et al., 2017). O agente etiolégico pertence a familia
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Orthomyxoviridae, espécie Virus influenza A e género Alphainfluenzavirus, esses
virus possuem tropismo pelo sistema respiratério e entérico de aves silvestres e
domésticas compondo um dos principais agentes causadores da Sindrome
Respiratéria e Nervosa das Aves (SRN) (NURZIJAH et al., 2022). Os virions sédo
esféricos ou filamentosos, medem aproximadamente 100nm e 300nm de
comprimento respectivamente; apresentam genoma de acido ribonucleico (RNA)
segmentado, fita simples com sentido negativo, sdo envelopados e pleomorficos
(NURZIJAH et al.,, 2022; FLORES, 2017). O genoma composto por 08
segmentos lineares de RNA codifica diferentes proteinas possibilitando a
ocorréncia de recombinacdes génicas. Essa caracteristica genbmica associada
a duas principais glicoproteinas presentes no envelope viral a Hemaglutinina
(HA) e a Neuraminidase (NA) sdo as grandes responséaveis pela variabilidade
antigénica e capacidade mutagénica dos AlV, processos conhecidos como Shift
antigénico e Drift antigénico, estes mecanismos permitem que esses virus
persistam nas populacdes apesar das respostas imunolédgicas produzidas pelos
hospedeiros (TZARUM, 2022; KIM; WEBSTER; WEBBY, 2018).

A maior diversidade de virus Influenza A circula de forma persistente nas
aves aquaticas silvestres onde 16 dos 18 subtipos de HA e 09 dos 11 subtipos
de NA ja foram isolados em diferentes combinacdes (HILL et al., 2022). Os
Alphainfluenzavirus séo classificados em subtipos de acordo com as diferencas
antigénicas e filogenéticas da hemaglutinina e neuraminidase (HxNy) e
subdivididos em linhagens e clados (MALMBERG et al., 2023). Subtipos LPAI
H5 e H7 apresentam maior aptiddo em adquirir mutacdes de cepas altamente
patogénicas causando quadros clinicos graves e taxas de mortalidade de até
100% em galinhas (MEHRABADI et al., 2022; LYCETT; DUCHATEL; DIGARD,
2019).

A Hemaglutinina é a glicoproteina mais prevalente nas particulas virais
(80%) e a Neuraminidase compreende um total de 17% das proteinas de
superficie. Os virions sdo compostos também pela proteina da matriz 1 (M1) uma
membrana lipidica derivada das células hospedeiras, proteina de membrana 2
(M2) que funciona como um canal de ions. A estrutura viral também se compde
de proteina de exportacdo nuclear (NEP) e o complexo de ribonucleoproteina
(RNP), este ultimo é composto pelos 08 segmentos de RNA que se encontram

cobertos pela nucleoproteina (NP) e pelo complexo RNA polimerase que é

13



formado por trés proteinas principais: polimerase basica 1 (PB1), polimerase
basica 2 (PB2) e polimerase acida (PA) (NURZIJAH et al., 2022; FLORES, 2017).
A estrutura viral e as fungbes desempenhadas por cada proteina estao
demonstradas na Figura 1 e Figura 2 respectivamente.

Figura 1. Componentes estruturais da particula viral dos
Virus Influenza.

Complexo
replicase

PA+PB1+PB2
¢ % 0

Fonte: Flores (2017).

Figura 2. Organizacéo do genoma e produtos codificados pelos Virus influenza A.
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2.1.2 Hospedeiros

As aves silvestres das ordens Anseriformes (patos, cisnes e gansos) e
Charadriiformes (gaivotas, andorinhas e aves limicolas) sdo as hospedeiras
naturais e reservatérios dos AlV de baixa patogenicidade, nessas aves 0s virus
apresentam estabilidade genética realizando taxas minimas de mutacdes e
evolugdes ao longo dos anos, que se justifica pelas baixas pressdes de selecao
e perfeita adaptacdo com seus hospedeiros de origem (BEERENS et al., 2020;
FLORES, 2017). Nessas aves silvestres o0os AlIVs podem promover
manifestacbes clinicas brandas, mas geralmente cursam com infeccBes
assintomaticas, contudo, ha custos ecoldgicos e fisiolégicos sutis decorrentes da
infeccdo em algumas espécies (LYCETT, DUCHATEL, DOGARD, 2019;
BODEWES; KUIKEN, 2018).

Os virus LPAI podem ser transmitidos as aves domésticas de forma direta
ou indireta, através de solo e dgua contaminados com fezes, além de fémites.
(BODEWES E KUIKEN, 2018; FLORES, 2017). Os subtipos virais H5 e H7 apos
infectar principalmente galinhas e perus podem evoluir para HPAI levando a altas
taxas de morbidade e mortalidade em aves. O processo de “spillback”
(transmissdo dos HPAI para aves silvestres) geralmente promove infeccOes
assintomaticas para as espécies selvagens que perpetuam a disseminacgdo
dessas cepas virais; em outros casos pode levar a manifestacdes clinica graves
e elevadas taxas mortalidade como tem ocorrido com o subtipo viral H5N1, clado
2.3.4.4.b (AHMAD et al., 2023; VERHAGEN et al., 2021).

2.1.3 Patogenia e Patogenicidade

Infeccbes pelos AlVs podem ocorrer através da inalacdo de particulas
virais provenientes de goticulas respiratorias ou pela ingestdo de materiais
contaminados; o periodo de incubacdo geralmente varia de um a sete dias. Ao
infectar uma célula hospedeira a hemaglutinina presente no envelope viral se
liga a moléculas de acido sialico encontrados na superficie celular. O tipo de
ligacdo entre os virions e os receptores de acido sialico (AS) determinam a
especificidade por hospedeiros e o tropismo tecidual. Existem dois tipos
importantes tipos de receptores que mantém essa ligacdo: AS a-2,3 — galactose

(AS 02,3 — Gal) encontrados predominantemente no sistema gastrointestinal
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(SGI) de aves e AS a-2,6 galactose (AS a2,6 — Gal) predominantes no sistema
respiratorio superior de humanos (REHMAN et al., 2022; FLORES, 2017).

Apbs estabelecida as ligagdes HA/AS ocorre a fusdo entre a membrana
viral e a membrana endossomal hospedeira com consequente internalizacéo do
virus no citoplasma celular através de endocitose mediada por receptor, um
endossoma viral é formado e a fusdo das membranas virais e endossomais
induzem a abertura do canal ibnico M2 levando a acidificacdo e aumento de ions
potassio no interior da particula viral desencadeando a dissociacdo do Complexo
ribonucleoproteico viral (VRNP) da M1 com consequente liberacdo das VRNP
para o citoplasma (REHMAN et al., 2022; BORAU; STERTZ, 2021). As VRNP
através da via de importacdo nuclear mediada por importina a e B do hospedeiro
sdo transportadas para o ndcleo celular. No citoplasma da célula hospedeira
ocorre a producéo das proteinas PB1 e PB2 e das proteinas ndo estruturais NS1
e NS2, além das NP, PA e M1, todas essas proteinas recéns produzidas sao
transportadas para o nucleo e participardo do splicing, traducéo, transcricdo e
replicacdo das novas moléculas virais. No nucleo os processos de replicagcédo e
transcricdo do RNA viral sdo efetuados pelas polimerases virais juntamente com
a RNA polimerase Il do hospedeiro (ABUBAKAR et al., 2023; REHMAN et al.,
2022).

Finalizada a transcricdo os RNAs mensageiros virais (MRNAv) sao
deslocados do nucleo para o ribossomo celular onde ocorre o processo de
traducdo. As proteinas virais de superficie, como a HA, NA e M2, séao
processadas no reticulo endoplasmético da célula, glicosiladas no complexo de
Golgi e sdo direcionadas para a membrana em desenvolvimento. A proteina M1
€ sintetizada na fase inicial da replicacdo, a partir do mRNAv codificado pelo
segmento 07, que, em uma fase mais tardia, sofre 0 mecanismo de splicing,
originando a proteina M2. O mesmo acontece com as proteinas NS1 e NEP/NS2.
A formacdo das novas particulas virais ocorre por brotamento e sao liberadas
pela acao da neuraminidase que cliva as ligacdes entre a HA e os receptores de
AS, esse mecanismo permite que 0s novos virions infectem outras células
adjacentes (Figura 3) (REHMAN et al., 2022; DOU et al., 2018).

Os virus influenza aviarios recebem uma segunda classificacédo de acordo
com o indice de patogenicidade em galinhas: Influenza aviaria de alta

patogenicidade (HPAI) ou Influenza aviaria de baixa patogenicidade (LPAI).
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Geralmente os virus influenza H1-H16 (LPAI) causam doencas respiratérias,
entéricas e/ou reprodutivas brandas variando de acordo com a espécie
acometida, estado imunoldgico das aves, infeccfes secundarias associadas e
condicbes ambientais. Apenas alguns subtipos H5 e H7 estdo associados a
doencas sistémicas com alto indice de mortalidade, sendo considerados HPAI
(MAPA, 2023; AFANADOR-VILLAMIZAR et al., 2017). Embora apresentem
baixa viruléncia as cepas LPAI desempenham papel importante na diversidade
dos AlVs, circulando em maiores propor¢des nas populagcfes aviarias mundiais
e constituindo a principal fonte de surgimento de novas estirpes (BLAGODATSKI
et al., 2021).

Figura 3. Mecanismo de entrada e replicacdo do Virus Influenza A na célula hospedeira.
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Conforme o Codigo Sanitario de Animais Terrestres da Organizacao
Mundial de Saude Animal (WOAH, 2023), considera-se HPAI infeccbes em aves
por qualquer virus influenza tipo A que possua sequéncia de aminoacidos do
sitio de clivagem HAO semelhante ao observado para outros isolados de gripe
aviaria de alta patogenicidade; ou se o indice de patogenicidade intravenosa
(IPIV) for superior a 1,2 em um grupo de 10 galinhas com idade entre 4 a 08
semanas de vida. Alternativamente considera-se também HPAI os subtipos que
causem mortalidade superior a 75% em 10 dias em galinhas de 04 a 08 semanas
infetadas por via intravenosa. Sao considerados virus LPAI todos os subtipos de
virus influenza A que apresentem sequencia de aminoacidos no sitio de clivagem
HAO diferente do observado em cepas previamente determinadas como de alta
patogenicidade ou que apresentem taxa de mortalidade ou IP1V inferior aos HPAI
(INDEA, 2023; LEE; CRIADO; SWAYNE; 2021).

2.1.4 Mecanismos de evolucéo dos AlVs

Existem dois mecanismos genéticos envolvidos nos processos evolutivos
dos Virus Influenza do tipo A: deriva (drift) e mudanca (shift) antigénicas, estas
Sao responsaveis por constantes alteracbes nos antigenos de superficie
hemaglutinina e neuraminidase que ocorrem como respostas a pressdes do
sistema imunolégico dos hospedeiros (DOU et al., 2018).

A deriva antigénica é comumente observada nos virus influenza sazonais
e consiste em mutacdes pontuais e aleatérias em qualquer regido do genoma
durante a replicacdo do material genético, essas alterac6es sdo decorrentes da
baixa fidelidade do complexo polimerase e falta de capacidade da RNA-
polimerase em detectar erros e corrigi-los durante a sintese de novas moléculas
de RNA (proof-reading), resultando na insergcédo incorreta de nucleotideos
(NOGUEIRA; PONCE, 2021). Quando essas mutacdes pontuais ocorrem em
aminoacidos das glicoproteinas de superficie HA e NA podem resultar em
alteracbes dos sitios de reconhecimento de anticorpos neutralizantes. Os
acumulos dessas mutacdes representam uma grande vantagem evolutiva para
os virus influenza, dado que as novas variantes produzidas apresentam potencial
de escape da imunidade estimulada por infeccbes ou vacinagbes prévias,
permitindo a perpetuagéo do virus nas populac¢des (DOU et al., 2018; FLORES,
2017).
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O genoma segmentado dos virus influenza tipo A favorece a
reorganizacdo gendémica através da redistribuicdo dos segmentos em diferentes
combinagdes, processo conhecido como shift antigénico ou reassortment. Esse
mecanismo evolutivo é caracterizado pela troca de segmentos genéticos de dois
virus influenza que infectam ao mesmo tempo um hospedeiro conhecido como
“vaso de mistura”, essa infeccdo mista produz variantes com propriedades
antigénicas e patogénicas diferentes dos virus parentais e de seus ancestrais. A
auséncia de imunidade prévia ao novo virus formado pode resultar em infeccdes
em aves domésticas, silvestres e mamiferos (inclusive humanos) com altos
indices de replicacdo e transmissdo, geralmente essa nova variante apresenta
elevado potencial pandémico (ABDELWHAB; METTENLEITER, 2023; FLORES,
2017). Os recombinantes virais podem ser resultado do rearranjo entre virus da
mesma espécie ou entre espécies diferentes, estima-se que 254 combinacdes
entre os 08 segmentos genéticos sdo possiveis de ocorrer em uma infeccao
dupla (KIM; WEBSTER; WEBBY, 2018). Variagbes antigénicas dos virus
influenza originaram as grandes pandemias anteriores: gripe espanhola, gripe
asiatica, gripe de Hong Kong e mais recentemente a gripe suina em 2009
(NOGUEIRA; PONCE, 2021).

Os hospedeiros de mistura sdo definidos por individuos onde a coinfecgéo
de diferentes virus influenza possam ocorrer de forma simultanea. A presenca
de receptores celulares de &cido sialico (SA) ligados a galactose séao
imprescindiveis para ligacdo dos virus influenza as células hospedeiras, 0s
subtipos virais que comumente infectam humanos tém preferéncia pela ligacéo
com o AS a,2,6 (acido sialico ligado a galactose C6) abundantes no sistema
respiratorio humano, ja os AlVs ligam-se predominantemente ao AS a2,3 (acido
sialico ligado a galactose C3) presente no sistema gastrointestinal das aves.
Inicialmente acreditava-se que cada receptor fosse exclusivo, onde humanos
apresentariam apenas ligagdes AS 02,6, aves AS 02,3 e somente suinos
detinham ambos receptores viabilizando infec¢des simultaneas por AlVs e virus
influenza humanos em um mesmo individuo; portando eram tidos como unico
recipiente de mistura (ABDELWHAB; METTENLEITER, 2023; ZHAO; PU, 2022).
Atualmente tem-se 0 conhecimento que diversas espécies animais possuem
ambos receptores podendo funcionar como recipientes de mistura entre virus

influenza com diferentes potencialidade e frequéncia de ocorréncia, algumas
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espécies suscetiveis incluem: furdes, visons, humanos, caes, gatos, patos, entre
outras (Figura 4) (ABDELWHAB; METTENLEITER, 2023; ZHAO; PU, 2022).

Figura 4. Potenciais recipientes de mistura para Alphainfluenzavirus de
acordo com a frequéncia de infecgédo, contato proximo com humanos, alto
namero de populagdes e distribuicdo de receptores do tipo aviario e
humano.

i

high probability

medium probability

low probability

Fonte: Abdelwhab; Mettenleiter (2023).

Existem dois mecanismos de difusdo importantes associados aos
processos de mutacdes e rearranjos dos virus influenza denominados “spillover”
e “spillback”. O primeiro mecanismo consiste no transbordamento viral partindo
das espécies hospedeiras naturais para outras suscetiveis (aves domésticas e
mamiferos). Normalmente ocorre quando subtipos de baixa patogenicidade sao
introduzidos em populacbes suscetiveis com alta densidade, ocasionando
rapidos processos de evolucao viral, principalmente nos genes que codificam as
glicoproteinas de superficie. As mutacbes génicas adquiridas aumentam as
chances das cepas LPAI se tornarem subtipos patogénicos. O processo de
“spillback” consiste na transmissdo dessas variantes agora de alta
patogenicidade para aves silvestres, com potencial de causar doencas e
mortalidade (VERHAGEN et al., 2021; WALSH; MOR; HOSSAIN, 2020).
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2.1.5 Transmisséao

As aves aquédticas silvestres podem transmitir os AlVs direta ou
indiretamente para outras espécies aviarias, aves domeésticas, mamiferos
silvestres e domésticos, além de humanos. Os virus influenza exibem tropismo
pelas células do sistema respiratorio e intestinal, onde ocorrem as maiores taxas
de replicacao e excrecdo (BODEWES; KUIKEN, 2018; FLORES, 2017). Estudo
realizado por Germeraad et al. (2019), demonstrou por meio de analise
guantitativa que infeccdes causadas por HPAI levam a maiores taxas de
eliminacao viral no ambiente quando comparadas com LPAI. Assim no primeiro
caso as probabilidades de contaminac¢des por via indireta sGo maiores.

A via fecal-oral compreende a principal forma de propagac¢éao dos AlVs no
ciclo de transmissdo silvestre-doméstico, considerando que aves aquaticas
podem excretar particulas virais nas fezes por tempo superior a 20 dias, com
pico de eliminagao entre o 2° e 4° dia de infeccdo. (BLAGODATSKY et al., 2021,
SPACKMAN, 2020). Essa via de transmissdo ocorre predominantemente em
habitats de zonas Umidas, como beiras de lagos, rios ou litorais. Nesses locais,
grandes quantidades de virus estdo presentes nos excrementos fecais
provenientes da avifauna aquatica, propiciando que diversas espécies animais
se contaminem através da ingestdo de agua e alimentos contaminados
(BODEWES; KUIKEN, 2018; FLORES, 2017). Os virus influenza de origem
aviaria mantém infectividade nas fezes de patos em média 30 dias a temperatura
de 4°C e durante 07 dias a 20°C, podendo permanecer infecciosos por longos
periodos na agua, isso dependera de fatores como temperatura, pH e salinidade.
(BLAGODATSKY et al., 2021; BODEWES; KUIKEN, 2018).

A transmissédo indireta ocorre através de fomites, pessoas, insetos ou
roedores contaminados com secrec¢des respiratorias ou material fecal contendo
particulas virais. Na producéo de subsisténcia e avicola industrial a utilizacao de
camas, estercos e ovos contaminados; além do descarte incorreto de carcacas
também sdo importantes fontes de contaminacao (FLORES, 2017).

Além dos movimentos migratorios aviarios, a disperséo e transmisséo viral
dos virus influenza séo favorecidas pelo processo de globalizagéo, que permite
a rapida movimentacdo de pessoas, animais vivos e seus subprodutos para

locais distantes do globo em poucas horas. Invariavelmente o tempo de
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deslocamento facilitado pela aviagdo € inferior ao periodo de incubacdo da
doenca, permitindo que pessoas e animais infectados passem despercebidos
pela auséncia de sinais clinicos (YADAV; SINGH; MALIK, 2020). O comércio de
aves vivas, as mudancas na ecologia florestal pela antropizacdo devido &
praticas de desflorestamento, urbanizacao, turismo, exploracéo e comércio ilegal
da vida selvagem sao os principais promotores de mudancas climaticas e
ecoldgicas. Essas interferéncias nos ambientes naturais modificam a biologia
comportamental e padrdo de movimentagao da fauna silvestre, aumentando a
interacdo desta com animais doméstico e o homem (ESPOSITO et al., 2023;
YADAV; SINGH; MALIK, 2020).

2.1.6 Sinais clinicos

As manifestacfes clinicas causadas pelos AlVs variam de acordo com a
cepa infectante, espécie hospedeira acometida, idade, sexo, imunidade prévia,
e infeccbes secundarias (FLORES, 2017). Os subtipos de LPAI em aves
comerciais cursam com infec¢cdes subclinicas ou manifestacdes clinicas
discretas como: diminuicdo da fertilidade e producéo de ovos, postura de ovos
deformados, sinais respiratorios leves (tosse, espirros, secrecdes nasais e
oculares), diminuicao da ingestédo de comida e 4gua. Em galinhas e perus podem
ser observados aumento nas taxas de mortalidade. Os sinais clinicos podem ser
exacerbados em casos de infeccbes bacterianas secundarias concomitantes.
Aves silvestres invariavelmente apresentam poucos ou nenhum sinal clinico
aparente, quando presentes pode-se observar diminuicdo do ganho de peso e
alteracdes comportamentais (BODEWES; KUIKEN, 2017; SPACKMAN, 2020).

As infeccBes decorrentes de HPAI geralmente cursam com doenca grave
em galinhas e perus, culminando em taxas de mortalidade de até 100% no
periodo de 36-48 horas pos infeccdo (SPACKMAN, 2020). As manifestactes
clinicas variam de acordo com a cepa viral, mas geralmente produzem sinais
clinicos relacionados & lesbes nos sistemas respiratério, gastrointestinal e
nervoso, ou até mesmo morte subita sem apresentacdo de doenca clinica
(GERMERAAD et al., 2019).

Os sinais clinicos comumente observados em aves domésticas incluem:
depressdo marcada, tosse, espirros, descargas orais e nasais sanguinolentas,

diarreia, edema e/ou cianose em cabeca crista e barbela. As principais
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manifestacbes neuroldgicas sdo tremores de pescoco e cabeca, torcicolo,
opistétono, nistagmo, paresia ou paralisia das asas, convulsdes e incoordenacao
motora (FLORES, 2017).

Aves poedeiras infectadas apresentam queda marcante na produgéo,
além da postura de ovos despigmentados e deformados (CIRION; INGLESIAS,
2023).

Sinais clinicos em humanos

Os virus influenza aviéria ocasionalmente sédo responsaveis por infec¢des
na espécie humana, levando a apresentacdo de sintomas leves, graves ou até
taxas consideraveis de Obitos. A cepa viral envolvida na infeccdo, o estado
imunolégico do paciente e a presenca de infeccfes secundarias sdo os principais
fatores determinantes da intensidade e gravidade dos sinais clinicos, assim
como a evolucdo da enfermidade. Os subtipos H5 e H7 sdo capazes de
promover quadros clinicos graves associados a altas taxas de letalidade (40%-
60%), onde a sintomatologia apresentada consiste em quadros pneumonia e
sindrome do desconforto respiratorio. Virus LPAI geralmente causam sinais

clinicos brandos como febre, conjuntivite, tosse e coriza (WANG et al., 2021).

2.1.7 Diagndstico

O diagnéstico definitivo de influenza aviaria obrigatoriamente deve ser
realizado por um laboratério oficial, uma vez que se trata de uma doenca
potencialmente zoonética de importancia mundial e de notificacdo obrigatdria ao
MAPA e a WAOH. No Brasil, os diagnésticos laboratoriais comumente realizados

em granjas avicolas em casos suspeitos incluem (FLORES, 2017; MAPA, 2020):

Isolamento viral:

O isolamento viral pode ser realizado em ovos embrionados de galinhas
ou em cultura celular em laboratérios com certificagdo de biosseguranca para
manipulacéo de patdégenos que apresentem alto risco bioldgico. A titulacéo viral
pode ser efetuada conjuntamente com a técnica de isolamento. Esse método
diagnéstico é altamente sensivel; contudo, ndo é especifico para o Virus
Influenza do tipo A, necessitando de confirmagdo com testes de alta

especificidade como: ensaio de inibicdo da hemaglutinagao (HI), imunoensaio de
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antigeno, ensaio de imunodifusdo em gel de agar ou transcricéo reversa seguida
de reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR) (SPACKMAN, 2020).

Preferencialmente, deve-se coletar para o isolamento viral amostras de
secrec¢Oes orofaringeas e cloacais de aves vivas com o auxilio de swabs estéreis.
Para diagnostico em animais mortos deve-se coletar visceras como traqueia,
pulm&o, intestino, rim, figado, coracdo, baco e cérebro. Todas as amostras
biologicas devem ser acondicionadas em meio de preservacdo do material
genético (RNA) seja para transporte ou armazenamento. OS meios,
obrigatoriamente, devem ser estéreis, com pH neutro, e precisam conter
substancias balanceadas, como eletrélitos, carboidratos e aminoacidos
essenciais. Além disso, a adicdo de antibidticos é essencial para prevenir que
haja colonizagdo bacteriana (MAPA, 2023; FLORES, 2017). Conforme as
diretrizes do MAPA (2023), o periodo de viabilidade das amostras, € de no
maximo 96 horas quando mantidas sob refrigeracdo (temperatura de 2°C a 8°C).
Caso haja necessidade de armazenamento por periodo mais longo, as amostras
devem ser congeladas a -80°C ou em temperaturas inferiores.

O método de isolamento viral envolve a inoculacdo da amostra suspeita
na cavidade alantoide de ovos embrionados de galinhas, com idade entre 09 e
11 dias, que se encontram livres de patdgenos especificos (SPF) ou livres de
anticorpos. ApGs a inoculacado, os ovos sao incubados a 37°C por um periodo de
04 a 07 dias, sendo observados diariamente para detectar morte embrionaria.
Todos os ovos inoculados, independentemente de apresentarem embrides
mortos ou vivos, sao resfriados a uma temperatura de 4°C por algumas horas.
Posteriormente, o liquido alantoide € coletado e testado por meio das técnicas
de hemaglutinacdo ou RT-gPCR para confirmar a presenca de AlVs. Apés essa
confirmacéo, os isolados devem ser submetidos a testes para determinar sua
patogenicidade, seguindo os protocolos estabelecidos pela WOAH (WOAH,
2021; SPACKMAN, 2020).

Determinacéo do indice de patogenicidade intravenoso (IP1V)

Conforme a WOAH (2021), a determinacdo da patogenicidade em aves
deve ser realizada em qualquer isolado de AlV através do IPIV. O protocolo de
realizacdo do teste consiste na inoculagéo intravenosa (IV) de fluido alantoide

fresco em 10 galinhas SPF, com idade entre 04 a 08 semanas. O fluido alant6ide
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utilizado deve ser isento de Avulavirus aviario e outros agentes infecciosos,
apresentando titulo de hemaglutinacdo superior a 1/16. Em seguida, as aves
devem ser observadas em intervalos de 24 horas ao longo de 10 dias
consecutivos, para determinagéo da pontuacédo conforme descrito na Tabela 1.

O IPIV é obtido através da soma da pontuacdo média obtida pela analise
individual das aves no periodo de 10 dias, dividida pelo total de observacdes.
Isolados que apresentarem IPIV superior a 1,2 ou causarem mais de 75% de
mortalidade dentro dos 10 dias de avaliacdo sao considerados HPAI (WOAH,
2021).

Figura 5. Férmula do calculo para determinagao do IPIV.

o Resultado médio por ave
Indice =

Numero de observacdes

Fonte: Elaborada pela autora, com base em dados
disponibilizados pelo MAPA (2023).

Tabela 1. Avaliacdo do IPIV em aves de acordo com WOAH (2021).

Pontuacéo Apresentacéo clinica da ave
0 Clinicamente normal
1 Manifestacao clinica de doenca*
2 Gravemente doente**
3 Ave morta

*Manifestacao clinica de doenca, determinado quando a ave apresentar um dos
seguintes sinais: alteracdes no padrdo respiratério, depressao, diarreia, cianose,
edema de face e/ou cabeca, sinais nervosos.

*Ave gravemente doente, ou seja, apresentando mais de um dos sinais clinicos
descritos acima.

Fonte: Elaborara pela autora, com base nas informacdes disponibilizadas pela
WOAH (2023)

Diagndstico molecular

Transcricado reversa seguida de Reacdo em cadeia da polimerase (RT-
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gPCR):

A aplicacdo da biologia molecular para detec¢cdo de doencas virais com
grande impacto na sanidade animal e humana tem sido amplamente utilizada
como método de vigilancia epidemioldgica, investigacdo de surtos, diagnostico e
pesquisa. A técnica de Reagcdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)
para deteccao dos virus influenza permite a obtencéo de resultados quantitativos
em poucas horas, além da possibilidade de testar um grande numero de
amostras simultaneamente. A RT-gPCR demonstra elevadas taxas de
sensibilidade e especificidade quando sao utilizados iniciadores e sondas
direcionados para deteccdo de nucleoproteinas ou matriz (M1) dos AlVs
(LACONI et al., 2020; SPACKMAN, 2020).

Considerando-se que a influenza aviaria é uma doenca zoonoética a
utilizacdo da RT-qPCR oferece um nivel superior de biosseguranca quando
comparada a outros métodos diagndsticos, uma vez que a inativacao viral ocorre
no inicio do processamento da amostra, durante a extracdo do material genético
(SPACKMAN, 2020).

Sequenciamento de nova geracao (NGS- Next Generation Sequencing)
Amostras positivas na RT-gPCR precisam ser confirmadas por meio da
amplificacdo de oito segmentos do genoma do AlV (ZHOU et al., 2009). Apés a
amplificacdo, submete-se o produto ao sequenciamento de nova geracao, pois
€ uma técnica molecular de alto rendimento, que permite realizar
sequenciamentos genéticos simultaneamente de milhdes de pequenos
fragmentos de DNA ou cDNA (virus com material genético RNA). Baseado na
analise direta de acidos nucleicos previamente extraidos, essa metodologia
apresenta algumas caracteristicas vantajosas quando se trabalha com agentes
altamente patogénicos, como melhorias na velocidade do sequenciamento, alto
rendimento, obten¢do de informagfes genbmicas mais abrangentes e elevada
sensibilidade, esta Ultima se deve a maior especificidade nas leituras das
sequéncias geradas pelo NGS em relacdo ao patdgeno alvo (WANG et al., 2022;
PARK et al., 2020). O GNS vem sendo utilizado como teste diagnostico
complementar para diversos agentes virais, incluindo os Alphainfluenzavirus
(KIM et al., 2029). Apesar de ser uma técnica molecular relativamente nova, é

realizada em alguns laboratérios oficiais certificados, universidades publicas e

26



federais e projetos de pesquisas que visam 0 monitoramento de virus
emergentes.

Como este ensaio permite a andlise de informacfes completas dos oito
segmentos gendmicos dos AlVs de uma sé vez, é possivel a identificacdo dos
subtipos virais de forma sensivel e precisa para o diagndéstico, assim como a
determinacao da viruléncia do subtipo viral presente na amostra (PARK et al.,
2020; KIM et al., 2019). O NGS também é eficiente na identificacdo de novos
virus, caracterizacdo de novas variantes e pode fornecer informacgdes criticas
relacionadas a mutacdes especificas nos virus influenza que podem estar
associadas ao aumento da viruléncia ou resisténcia a tratamentos, este ultimo
geralmente direcionado & espécie humana (HAVASI et al., 2022; ZHAO et al.,
2016). Essas informacdes, obtidas pela aplicagdo do NGS sao de extrema
importancia para o monitoramento epidemiolégico de virus altamente mutaveis
(HAVASI et al., 2022).

2.1.8 Situacao global da influenza aviaria

Em 2020, teve inicio uma extensa epidemia global de virus influenza
H5N1, clado 2.3.4.4b, que persiste até o0 momento atual. Essa estirpe viral
altamente patogénica disseminou-se da Asia para toda a Europa e,
posteriormente, para os continentes Africano e Americano, causando surtos com
mortalidade massiva em aves silvestres e domésticas (TIAN et al.,, 2023).
Infeccbes sem precedentes em diversas espécies de mamiferos silvestres
também tém sido amplamente relatadas, especialmente em mesocarnivoros e
espécies marinhas (GILBERTSON; SUBBARAO, 2023). Em outubro de 2022, o
HPAI (H5N1) adentrou a América do Sul, espalhando-se rapidamente ao longo
da costa do Pacifico causando a morte de mais de 20.000 le6es marinhos sul-
americanos (LEGUIA et al., 2023). A propagacao viral se estendeu, alcangcando
a Terra do Fogo em agosto de 2023, aumentando de forma alarmante o risco da
disseminacgdo viral para a Peninsula Subantartica e Antartica. Essas regides
possuem uma biodiversidade Unica e abrigam densas col6nias de reproducao
de aves e mamiferos marinhos. O impacto que o H5N1 pode causar na ecologia
oceénica tem uma proporg¢ao inimaginavel (SCAR, 2023).

Em outubro de 2023, o HPAI H5N1 chegou a Antartida, causando a morte

de vérias espécies, incluindo elefantes-marinhos, focas, skuas marrons, gaivotas
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e andorinhas-do-mar. Atualmente, somam-se 15 surtos confirmados de HPAI
nessas regides. Prevé-se a ocorréncia de falhas reprodutivas e extincdo de
muitas espécies imunologicamente suscetiveis a infecgdo, principalmente
porque essa é a primeira que um virus influenza aviario alcanca essas regides
tdo distintas do mundo (SCAR, 2024; CDC, 2023).
Em relacéo a populacdo humana, a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) registra, desde o ano de 2021 até setembro de 2023, 08 casos
de infecgbes em humanos pelo H5N1 (clado 2.3.4.4b). Em janeiro de 2023, foi
notificada a WOAH o primeiro caso de infeccdo por esse subtipo de AIV em
humano na América Latina. Em nenhum dos casos registrados houve
comprovagéao de transmissao sustentada entre humanos (BRUNO et al., 2023).
A disseminacéo global do H5N1 (clado 2.3.4.4b) tem gerado grande
preocupacao na comunidade cientifica. Além da possibilidade de extincéo total
de espécies ameacadas, as infeccdes em mamiferos terrestres aumentam
potencialmente as chances de ocorrerem rearranjos virais entre diferentes
subtipos de Virus Influenza A, permitindo a adaptagdo e propagagédo entre
mamiferos, incluindo humanos, podendo desencadear uma nova pandemia
(GILBERTSON; SUBBARAO, 2023; LEGUIA et al., 2023).

Alguns processos evolutivos e mutacionais sdo necessarios para que
ocorram transmissdes sustentadas do virus influenza aviario entre humanos.
Essas adaptacdes envolvem a mudanca de afinidade por receptores de AS a2,3
para AS 02,6 que sdo predominantes no trato respiratério humano. Além da
capacidade de replicacdo em ambientes com temperaturas relativamente baixas,
considerando que no sistema respiratério superior humano a temperatura € de
aproximadamente 33°C, enquanto os AlVs se replicam em temperaturas mais
elevadas, variando de 41°C a 42°C, o que correspondente & temperatura do
sistema gastrointestinal das aves (LI et al., 2019).

Ao longo dos anos, os AlVs tém causado prejuizos econdémicos em muitos
paises, representando um grande desafio sanitario para producéo comercial de
aves. No entanto, a atual situacdo mundial de disseminacédo do subtipo H5N1
nunca foi registrada antes. De acordo com o Centros de Controle e Prevengao
de Doencas (CDC) (2023), desde janeiro de 2022 até outubro de 2023, foram
registrados pelos paises membros da WOAH mais de 17.000 surtos em animais.

As perdas econdmicas na producdo avicola industrial, em pequenas criacdes
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comerciais ou de subsisténcia decorrentes dessa epidemia de influenza aviaria,
sao as maiores ja registradas na histéria. Estima-se que mais de 204 milhdes de
aves morreram ou foram abatidas em decorréncia de infecgdes pelo H5N1 (SHI
et al., 2023).

2.1.9 Influenza aviaria no Brasil

No Brasil, cepas de baixa patogenicidade ja foram detectadas circulando
em aves silvestres em alguns estados do pais, como o subtipo H6N1, H2N2,
HION2 e H12N5 no Parque Nacional da Lagoa do Peixe, no estado do Rio Grande
do Sul (ARAUJO et al., 2018). Também foram feitas detecc¢des virais do subtipo
H11N9 na regido Amazonica (ARAUJO et al., 2014). Um estudo soroldgico
realizado por Bourscheid et al. (2020) detectou anticorpos para os subtipos H1,
H4, H6 e H14 em aves domésticas criadas proximas & locais de escalada de
aves migratorias no estado de Mato Grosso, indicando possiveis circulacfes
virais nessa regiao.

Até abril de 2023, o Brasil era considerado um pais livre de influenza
aviaria de alta patogenicidade, ndo havendo deteccdes da circulacdo de HPAI
em territério, tampouco registros anteriores de surtos decorrentes de AlV HPAI,
seja em granjas avicolas, de subsisténcia ou na avifauna silvestre (MAPA, 2023).
A partir de maio de 2023, a situacao mudou no pais apés a primeira deteccéo da
cepa H5N1 em aves silvestres migratorias no estado do Espirito Santo. A analise
filogenética da cepa viral H5N1 (clado 2.3.4.4b), isolada de espécimes de
Thalasseus acuflavidus (andorinha-do-mar) provenientes de focos no Espirito
Santo, apresentou alta semelhanga com o subtipo viral isolado no Chile e Peru
(99%) (ARAUJO et al. 2024; REISCHAK et al., 2023).

O surto de HPAI (H5N1), iniciou no Hemisfério Norte em julho de 2022,
promovendo grandes surtos, principalmente em aves marinhas. Com a rapida
propagacgdo viral ainda no mesmo ano, o virus alcangou paises da América
Central e do Sul, disseminando-se rapidamente para a regido Sul ao longo da
costa do Pacifico, com surtos detectados inicialmente no Peru e no Chile
(ARAUJO et al. 2024; SCAR, 2023; REISCHAK et al., 2023). De acordo com o
Comité Cientifico sobre Pesquisa Antartica (SCAR) (2023), desde a entrada do
H5N1 na América do Sul, o virus se espalhou por mais de 6.000 km em um curto

periodo de trés meses, causando a morte de mais de 500.000 aves marinhas.
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Portanto, acredita-se que esse subtipo viral tenha entrado no Brasil através de
aves migratorias que utilizam a rota do Pacifico, uma vez que o0s surtos
confirmados até o momento predominam em regides litordneas e em aves
aquéticas (Figura 6) (REISCHAK et al., 2023).

De acordo com o MAPA (2023), no Brasil, soma-se o total de 155 focos
confirmados de HPAI (H5N1), predominantemente em estados litoraneos, dos
quais 152 focos foram notificados em aves silvestres e 03 em aves de
subsisténcia. Até o presente momento, nenhum caso foi registrado em granjas
avicolas, e o pais mantém o status de livre de influenza aviaria na avicultura

comercial.

Figura 6. Surtos de influenza aviaria regides das Américas, de novembro de
2021 até 4 de agosto de 2023.
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Fonte: Adaptado de OPAS (2023).
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2.2 Movimentos migratorios na disseminacéo de influenza aviaria

A migragéo aviaria intracontinental ou intercontinental € essencial para
sobrevivéncia de muitas espécies ao redor do mundo. Esses deslocamentos
sazonais permitem que as aves aproveitem os recursos disponiveis ao longo de
suas rotas de voo em diferentes regifes e épocas do ano. Essas migra¢des sao
realizadas principalmente em busca de locais com alta disponibilidade de
alimentos, condi¢cBes climaticas mais favoraveis, seja para fugir de invernos
rigorosos ou secas prolongadas; além da busca por areas ideais para
reproducao e nidificacdo (ICMBIO, 2022; SINGH et al., 2020).

As aves silvestres realizam diferentes padrbes de migracéo sazonal e sao
comumente caracterizadas como migrantes de longa e curta distancia, de acordo
com a extensdo de suas rotas de voo. Os migrantes de longa distancia
compreendem espécies que atravessam continentes e/ou percorrem diferentes
biomas. Outras aves migram apenas curtas distancias, movendo-se dentro de
um continente ou bioma, sendo denominadas migrantes de curta distancia. Ha
também espécies ou populagbes que ndo realizam movimentos migratorios
significativos permanecendo em uma determinada area geografica durante todo
0 ano ou a maior parte dele, essas espécies recebem a denominacdo de aves
residentes (HAHN et al., 2022; ICMBIO, 2022; SOMVEILLE et al., 2021).

As aves aquaticas migratérias sdo amplamente reconhecidas como
importantes agentes na propagacao global de patégenos virais, inclusive dos
Alphainfluenzavirus. Aproximadamente, 1.800 das 11.197 espécies de aves
conhecidas mundialmente e registradas no BirdLife International sdo migratorias.
Muitas dessas pertencem as ordens Anseriformes e Charadriiformes, nas quais
se encontram espécies conhecidas por realizar migracdes de longa distancia,
sendo frequentemente associadas a disseminacdo, amplificacdo e manutencgéo
de AlVs nos sitios de escala e invernada (SINGH et al., 2020; LISOVSKI et al.,
2018).

Nas localidades utilizadas para escala e invernada, € comum ocorrerem
agregacbes em alta densidade de espécies e populacbes de aves
geograficamente distintas. Esse compartilhamento ambiental em zonas umidas,
como lagos, lagoas, praias, baias e margens de rios, favorece a ocorréncia de
transmissao viral através do contato direto entre individuos e, principalmente,

pela via fecal-oral, pois as particulas virais dos AlVs presentes nas fezes de aves
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infectadas podem permanecer viaveis no ambiente por longos periodos. Essa
via de transmissdo também esta diretamente relacionada com a manutencéo
viral em ambientes selvagens, permitindo a infecgdo entre populaces aviarias
separadas espacial ou temporalmente (BLAGODATSKI et al., 2021; ARAUJO et
al., 2018; LICKFETT,et al., 2018).

Além disso, esses locais estdo intimamente relacionados aos processos
evolutivos dos virus influenza, uma vez que a aglomeracgdo da fauna silvestre
aumenta as chances de trocas de cepas virais interespécies, facilitando os
processos mutacionais e rearranjos genéticos entre diferentes subtipos (ZHANG
et al., 2023; LISOVSKI et al., 2018)

Anualmente, o Brasil recebe uma ampla variedade de aves que realizam
movimentos migratdrios sazonais, vindas da América do Norte em direcdo a
Ameérica do Sul e vice-versa. Esses migrantes que chegam ao Brasil sédo
denominadas de duas maneiras, de acordo com a sua origem: aves migratorias
Setentrionais (Neérticas), que possuem seu sitio reprodutivo no Hemisfério
Norte, e aves migratérias Meridionais (Neotropicais), com sitios reprodutivos ao
sul da América do Sul (PALUDO et al., 2022; ICMBIO, 2019). O primeiro grupo
€ composto pelas grandes migrantes, com espécies que cruzam hemisférios
durante suas rotas de voos, sendo capazes de se deslocarem por mais de 20 mil
quildmetros partindo de seus pontos de reproducdo no Artico até chegarem ao
Brasil geralmente pela costa Atlantica e pela Amazénia, dentro dessa rota
atravessam a regido central do pais através do Pantanal em direcdo ao sul do
continente para alcancarem seu destino final na Patagbnia (Argentina e Chile),
principal ponto de concentracdo dessas aves migratérias (BARBIERI;
ESPARZA, 2023; ICMBIO, 2022).

As aves Meridionais (Neotropicais), realizam deslocamentos partindo do
continente Antartico, do extremo Sul da América do Sul e em menor proporcao
populacional das regibes andinas. Essas espécies sdo migrantes de curta
distancia, e suas rotas de voo tem como destino regides a oeste e norte do Brasil,
esta Ultima em direcdo a bacia amazénica. Ainda h& poucas informacdes
detalhadas a respeito das rotas utilizadas por esse grupo de aves; entretanto,
sabe-se que adentram o territério brasileiro pelo Oeste e, em sua maioria, pela
regido sul, utilizando a Rota Atlantica, uma vez que sdo predominantemente aves
costeiras (SILVEIRA et al., 2021; ICMBIO, 2019).
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No Brasil, as aves migrantes encontram varias opc¢des de sitios de
invernada com grande disponibilidade de alimentos e clima favoravel. Os
principais sitios de invernada incluem a Ilha do Carangueijo (Maranh&o), a Lagoa
do Peixe (Rio Grande do Sul), a Coroa do Avidao (Pernambuco) e o Pantanal
(Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) (ICMBIO, 2019; NUNES; TOMAS, 2008).
De acordo com ICMBIio (2022) o Brasil abriga mais de 13% da diversidade de
espécies do mundo, sendo o terceiro pais com maior nimero em variedade de
aves. Atualmente, no Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos, constam
registradas um total de 1.971 espécies de aves brasileiras. Dentre essas, 216
(10,9%) realizam algum tipo de migracéo, onde 141 espécies sao migratérias e
75 parcialmente migratérias, o que significa que apenas parte de suas
populacdes se desloca sazonalmente (ICMBIO, 2022; PACHECO et al., 2021).

As rotas migratérias intercontinentais, conhecidas como “Flyways”,
desempenham um papel vital na jornada das aves entre suas areas de
reproducdo e invernada. Globalmente, existem nove principais Flyways que
conectam diferentes continentes e ecossistemas diversos (Figura 7). No Brasil,
ha cinco importantes rotas migratérias que se conectam com as rotas
intercontinentais (Figura 8), sendo essenciais para os deslocamentos das aves
nearticas e setentrionais. Entre essas cinco rotas que se estendem pelo territorio
brasileiro, duas atravessam a regido do Brasil Central: a Rota do Brasil Central,
uma divisdo da Rota Atlantica, e a rota Amazénia Central/Pantanal (BIRDLIFE,
2023; ICMBIO, 2019; INSTITUTO NEOENERGIA, 2020).

Na regido Centro-Oeste do Brasil, especificamente nos estados do Mato
Grosso (MT) e Mato Grosso do Sul (MS), destacam-se trés importantes locais
para as aves migratorias: as Praias do Rio Paraguai (MT), as Praias do Rio
Araguaia (MT) e o Complexo do Pantanal (MT e MS). Essas areas sé&o
reconhecidas pelo Departamento de Saude Animal como sitios de vigilancia ativa
para a deteccédo dos virus da influenza aviaria e da doencga de Newcastle (MAPA,
2022). O Pantanal, em patrticular, € uma regido crucial para as aves migrantes
no Brasil, e de acordo com Nunes et al. (2021), aproximadamente um terco (1/3)
das espécies migratorias de ocorréncia no territorio brasileiro utilizam essa vasta

planicie de inundacdo como ponto de escala ou de invernada.
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Figura 7. Mapa das nove principais rotas migratdrias aéreas utilizadas pelas aves
migrantes em todo o mundo.
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Fonte: BirdLife International (2023).

Figura 8. Rotas migratorias aviarias que atravessam o Brasil, conectando-
0 com as rotas intercontinentais (Fyways).
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2.3 Charadrius collaris

A espécie Charadrius collaris (Vieillot, 1818) também denominada como
batuira-de-coleira e batuira-da-costa, pertence a ordem Charadriiformes,
subordem Charadrii, familia Charadriidae e género Charadrius (WIKI AVES,
2022; SIBBR, 2020).

Essa espécie é caracterizada por pequenas aves limicolas que habitam
areas umidas. Apresentam ampla distribuicdo geografica em regides tropicais e
subtropicais, sendo encontradas em quase todos os paises da América do Sul,
além dos Estados Unidos da América, México e Panama (Figura 9) (WIERSMA;
KIRWAN, 2023; OLIVEIRA; RECHETELO; MESTRE, 2022; PEREIRA, 2017).
No Brasil, existem registros de observaces da espécie em todos 0s seis biomas
do pais (Amazbnia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa),
destacando a sua notavel adaptacdo a uma variedade de ambientes naturais.
(Figura 10) (WIKI AVES, 2022).

Figura 9. Distribuicdo geografica da espécie Charadrius collaris.

Fonte: Unido Internacional para Conservacéo da Natureza (IUCN) (2020).
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Figura 10. Biomas brasileiros onde foram registradas a ocorréncia da espécie C. collaris. Os
pontos vermelhos no mapa indicam as observacdes registradas, mas néo estéo relacionadas
a concentracdo da espécie nos estados.
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Fonte: Wiki Aves (2022).

Consideradas aves de pequeno porte, as batuiras-de-coleira medem
entre 14 a 16 centimetros de comprimento e pesam, em média, de 25,8 a 42
gramas (SOUZA et al., 2023; WIERSMA; KIRWAN, 2023). Possuem bico preto
e a fronte branca com uma mancha preta no alto da cabeca. As regifes de
garganta, peito e ventre também exibem coloracéo branca, entretanto, na regiao
mediana da plumagem, apresentam uma faixa peitoral preta, caracteristica
importante que as distinguem de outras aves do género Charadrius. A plumagem
da regido dorsal € ligeiramente ferruginea, e a cauda é de colora¢éo castanho-
escuro. As pernas sao compridas e de tonalidade clara na cor rosa (Figura 8).
Os machos e as fémeas nao possuem dimorfismo sexual de plumagem, contudo,
0os machos podem apresentar cores mais brilhantes (SOUZA et al., 2023;
COWELL; HAIG, 2019; CINTRA, 2014). Uma observacao importante € que nas
aves jovens, a faixa peitoral preta e a mancha na cabecga estdo ausentes. Os
espécimes jovens exibem manchas laterais marrom-amareladas e plumagem
amarelada na parte superior (WIERSMA; KIRWAN, 2023).
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Figura 11. Ave da espécie Charadrius collaris. A fotografia do exemplar foi
obtida durante atividade de captura de aves silvestres, pela equipe de
ornitélogos do projeto PREVIR/MCTI, no estado de Mato Grosso, Brasil.
Destaca-se a observacdo da faixa preta na regido do peito, caracteristica
marcante da espécie (seta preta).

Fonte: Ma. Elaine Bueno. Laboratério de Ecologia de Aves da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT).

As batuiras-de-coleira geralmente sdo observadas solitarias ou em
casais. Habitam locais como praias costeiras arenosas, bancos de areia de rios
e baias, campos inundaveis e brejos. Essas aves possuem populacdes
predominantemente sedentarias, no entanto, ha registros de movimentos
sazonais de curto alcance, jA documentados na Venezuela e no litoral norte do
Brasil (SOUZA et al.,, 2023; COWELL; HAIG, 2019). No Pantanal brasileiro
algumas populacdes de C. collaris realizam deslocamentos dentro ou fora do
pais durante os periodos de enchentes. Esses movimentos migratérios de curto
alcance, especialmente em resposta as mudancgas sazonais nos niveis de agua,
demonstram a notavel capacidade adaptativa das batuiras-de-coleira as
condi¢cdes ambientais de seus habitats. (DEUS; SCHUCHMANN; MARQUES,
2020; NUNES; TOMAS, 2008).

Essa espécie ndo constréi ninhos, realizando a postura dos ovos em
bancos de areia. Geralmente é feita a postura de apenas dois ovos, estes
possuem coloracdo creme com manchas e pintas pretas (SOUZA et al., 2023,
WIKI AVES, 2022).

A ecologia de forrageamento das batuiras segue a estratégia denominada
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“run-stop-peck” (“correr-parar-bicar’), uma caracteristica ancestral de
forrageamento das aves limicolas que otimiza o uso de energia durante o
processo de alimentacdo (WIERSMA; KIRWAN, 2023). Em outras palavras, as
batuiras realizam movimentos de correr, fazem uma parada para escaneamento
visual das presas e depois as capturam rapidamente. Pequenas presas sao
engolidas inteiras. enquanto as maiores sdo desmembradas por picadas, e 0s
pedacos consumidos posteriormente (COWEL; HAIG, 2019). A composi¢ao da
dieta alimentar é baseada em insetos, pequenos crustaceos e vermes marinhos.
(CINTRA, 2014; WIERSMA; KIRWAN, 2023).

Devido as suas caracteristicas ecoldgicas e seus deslocamentos sazonais
o Charadrius collaris € uma importante espécie a ser monitoradas para detec¢ao

de novos virus.

2.4 Doenca de Newcastle
2.4.1 Etiologia

A doenca de Newcastle € causada por cepas virulentas do Avulavirus
aviario sorotipo 1 (AAVv-1) também denominado Paramyxovirus aviario sorotipo
1 (APMV-1) ou virus da Doenca de Newcastle (NDV). Esse patdgeno representa
um dos principais desafios para o controle sanitario na avicultura industrial,
acarretando altos custos com medidas preventivas e de biosseguranca (HICKS
et al., 2019).

A disseminagcdo do NDV em granjas avicolas acarreta significativos
prejuizos econdbmicos, resultantes das elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. Aves comerciais afetadas geralmente apresentam quedas no
desenvolvimento, reduc¢éo na producéo de ovos ou postura de ovos deformados.
Infec¢des provocadas por cepas altamente virulentas cursam com sinais clinicos
respiratorios, gastrointestinais e/ou alteracbes nervosas graves, levando a altas
taxas de mortalidade, que podem chegar & 100%. Além disso, a ocorréncia de
surtos resulta em restricbes comerciais e embargos as exportacdes de carne de
frango e seus subprodutos (WOAH, 2021; BROWN; BEVINS, 2017).

A doenca de Newcastle faz parte do grupo de doencas de notificacao
obrigatdria ao servico veterinario oficial e 8 WOAH, estando listada no Cdédigo
Sanitario de Animais Terrestres (WOAH, 2021). Possui distribuicdo mundial,

ocorrendo de forma endémica na Asia, Africa e Oriente Médio, assim como em
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algumas regides da América Central e do Sul, principalmente em aves
domeésticas (BROWN; BEVINS, 2017). No Brasil, € uma doenca de controle
oficial pelo MAPA sendo enquadrada no Plano Nacional de Sanidade Avicola,
juntamente com a Influenza Aviaria, uma vez que ambas enfermidades sdo as
principais responsaveis pela Sindrome Respiratoria e Nervosa das Aves (MAPA,
2022, BAPTISTA et al., 2021)

A primeira descricdo do NDV em territorio brasileiro ocorreu no ano de
1953, no estado do Amapa. A introducdo do virus no pais deu-se através de
carcacas de aves congeladas provenientes dos Estados Unidos, e desde entéo,
esse patdégeno continua a circular no pais em baixa incidéncia em aves silvestres
(BAPTISTA et al., 2021; LEITE et al., 2020). As ultimas notificacdes de surtos
causados pelo NDV em territério nacional ocorreram no ano de 2006, em aves
comerciais no estado do Rio Grande do Sul, criagbes de subsisténcia no
Amazonas e pombos no estado de Mato Grosso (MAPA, 2022; BAPTISTA et al.,
2021; FLORES, 2017). Atualmente, no Brasil, existem areas livres da Doenca de
Newcastle, e a circulagdo desse agente viral € controlada através de protocolos
preventivos de vacinacdo realizados sistematicamente em estabelecimentos
avicolas. No entanto, esporadicamente, sdo reportados pequenos surtos em
criagbes de subsisténcia ou com sistemas semi-intensivos (MAPA, 2022;
FLORES, 2017).

O Paramyxovirus aviario sorotipo 1 € um virus de carater zoon6tico, sendo
responsavel por raras infecces com manifestacbes clinicas em humanos.
Quando essas ocorrem, apresentam-se como conjuntivite unilateral ou bilateral,
lacrimejamento e edema nas palpebras. Essas infeccdes geralmente tém carater
autolimitante e ndo causam lesdes na cornea (THOMAZELLI et al.,, 2021).
Devido a sua caracteristica oncolitica, o NDV tem sido em amplamente estudado
como ferramenta para o tratamento de cancer em humanos. As vantagens da
utilizagéo desse virus incluem sua capacidade de replicagdo eficiente e seletiva
em células tumorais, bem como a inducédo da ativagdo do sistema imunoldgico,
auxiliando na resposta antitumoral. Outra caracteristica importando importante é
a impossibilidade do virus se integrar ao genoma celular humano, uma vez que
0 processo de replicagdo viral ocorre no citoplasma. Os efeitos colaterais da
imunoterapia antitumoral utilizando o NDV sdo semelhantes as infec¢des por
gripe (MENG et al., 2021; BURMAN; PESCI; ZAMARIN, 2020).
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Os Avulavirus aviarios pertencem a familia Paramyxoviridae e sé&o
classificados em 12 sorotipos diferentes (APMV-1 a APMV-2). O APMV-1 circula
nas populacdes aviarias em maior propor¢do, configurando o sorotipo de maior
importancia epidemiolégica e econdmica, uma vez que é o0 agente etiolégico
causador da doenca de Newcastle (GOGOI; GANAR; KUMAR, 2017). As
particulas virais sdo esféricas e filamentosas, com dimensfes que variam entre
100 e 1250nm de didametro. O genoma é constituido por &cido ribonucleico (RNA)
de fita simples, com sentido negativo e ndo segmentado, envolto por um
nucleocapsideo helicoidal simétrico, que, por sua vez, € revestido por um
envelope de bicamada lipidica (MAO et al., 2022). O genoma do AAvV-1 contém
seis proteinas estruturais (Figura 12) e duas proteinas néo estruturais que atuam
em conjunto nos processos de invasao da célula hospedeira e multiplicacédo viral.
Cada proteina desemprenha fungdes Unicas nesses processos, cOmo Sserao
descritas a seguir de acordo com Flores (2017) e MAO et al. (2022):

- Nucleoproteina do nucleocapsideo (NP): também denominada de proteina N,
€ encontrada em abundancia nos virions. Forma o complexo de nucleocapsideo
helicoidal em torno do RNA gendmico, exercendo a funcdo de protecdo do
material genético contra a degradacao por nucleases. Além disso, participa do
processo de empacotamento do genoma nas novas particulas virais formadas.
-Fosfoproteina (P): desempenha um papel essencial no complexo replicase,
sendo necesséria para a ligacdo da RNA polimerase & ribonucleoproteina (RNP).
Portanto, participa dos processos de replicacao e transcricdo viral.

-Proteina de matriz (M): preenche o espaco entre o nucleocapsideo e o
envelope, compreendendo a proteina mais abundante nos virions. Embora a
exata funcdo dessa proteina nao esteja claramente elucidada, sabe-se que ela
participa de forma vital na interacao entre o nucleocapsideo viral e a membrana
celular hospedeira durante os processos de morfogénese, maturacdo e
brotamento.

-Glicoproteina de fuséo (F): exerce fungéo crucial no processo de fusdo entre o
envelope viral e a membrana celular, o que permite a entrada do nucleocapsideo
no citoplasma. Além disso, € o principal componente viral determinante da
viruléncia das cepas de NDV.

-Hemaglutinina-neuraminidase (HN): glicoproteina multifuncional localizada no

envelope viral, projetadas na forma de espiculas. E responsavel pelo
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reconhecimento de receptores de acido sialico nas células hospedeiras, e pela
hidrolise das ligacdes entre a hemaglutinina e o AS das particulas virais recém-
formadas.

-RNA polimerase (L): € a maior proteina do genoma viral, embora seja
encontrada em menor quantidade. Compreende o Ultimo gene a ser transcrito
durante a replicacdo e possui todas as atividades cataliticas necessarias para a
replicacdo viral. Atua também na modulacéo da viruléncia dos virus da Doenca
de Newcastle.

As proteinas ndo estruturais sdo denominadas W e V. A proteina V
proporciona o ambiente favoravel para que ocorra a replicacdo viral através da
inibicdo da secrecédo e apoptose do interferon tipo | (IFN) da célula hospedeira.
Essa atividade permite que o virus escape da resposta imune inata do
hospedeiro. A funcéo da proteina W ainda ndo esta esclarecida (ZHANG; DING;
XU, 2023; MAO et al., 2022).

Os Avulavirus aviarios sédo categorizados em duas classes (classe | e
classe Il), com base em analises filogenéticas, e subdivididos em genotipos e
clados. Os virus da classe | sdo predominantemente de baixa viruléncia e sdo
isolados de aves silvestres. Os virus da classe Il englobam cepas ndo patogénias
e cepas patogénicas, abrigando a maioria dos Avulavirus aviarios tipo 1 (WELCH
et al., 2019).

Figura 12. (A) Diagrama esquemético do genoma do NDV; (B) Diagrama

esquematico da estrutura do NDV.
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O virus da Doenca de Newcastle pode ser classificado em trés patétipo
diferentes, compreendendo isolados lentogénicos, mesogénicos e velogénicos.
Essa classificacdo é determinada com base na patogenicidade da cepa em
galinhas, através de testes como o Tempo médio de morte em ovos embrionados
(TMME), indice de patogenicidade intravenosa em galinhas com idade igual a
seis semanas ou Indice de patogenicidade intracerebral (IPIC), considerado
como a avaliacao definitiva de viruléncia (WOAH, 2021; SOUZA et al., 2018). O
advento da biologia molecular permite que a determinagéo da patogenicidade
seja realizada de forma mais réapida através das técnicas de RT-gPCR e
sequenciamento genético (WOAH, 2021; FLORES, 2017).

O NDV possui uma ampla gama de hospedeiros, podendo causar
infeccbes em mais de 250 espécies de aves. As aves silvestres aquaticas e
limicolas compreendem os principais hospedeiros e reservatorios naturais.
Essas aves abrigam cepas lentogénicas do virus de forma assintomética,
eliminando particulas virais no ambiente, principalmente através de excrementos
fecais, possibilitando a contaminacdo de aves domeésticas e outras espécies
silvestres (HIRSCHINGER et al., 2021; BROWN; BEVINS, 2017).

O curso da infeccédo e os sinais clinicos em aves variam de acordo com a
espécie afetada e a viruléncia do isolado. As variantes lentogénicas sdo pouco
virulentas, geralmente causam infec¢cées assintométicas ou produzem sinais
clinicos entéricos e respiratorios brandos. Essas variantes sdo comumente
utilizadas na formulacdo de vacinas. As cepas mesogénicas apresentam
viruléncia intermediaria, provocando manifestacdes clinicas de doenca
respiratéria e/ou entérica, associadas a taxas de mortalidade moderada. A forma
mais severa da doenca é causada pelas cepas velogénicas, estas sdo divididas
em dois tipos: velogénicas viscerotrépicas, que acometem principalmente o
sistema gastrointestinal e respiratorio, e cepas velogénicas neurotrépicas, que
desencadeiam infec¢cdes graves com manifestagdes clinicas no sistema
respiratorio e neurolégico. Ambos os isolados de NDV velogénicos produzem
sinais clinicos graves, frequentemente associados a elevadas taxas de
mortalidade, que podem chegar a 100% (ZHANG; DING; XU, 2023; SOUZA et
al., 2018)
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2.4.2 Hospedeiros

As aves silvestres aquaticas e limicolas, pertencentes as ordens
Anseriformes e Charadriiformes, desempenham o papel de hospedeiras naturais
e reservatorios das cepas lentogénicas do Avulavirus aviario sorotipo 1 e
demonstram uma certa resisténcia genética a cepas virulentas (HU et al., 2022).
No entanto, esse patdgeno uma gama numerosa de hospedeiros, abrangendo
diversas espécies, como galiformes, biguas e columbiformes. Suspeita-se que
essas Ultimas possam participar do ciclo de transmissao viral, atuando como
potenciais reservatérios (HIRSCHINGER et al., 2022; PEREIRA et al., 2022).

Segundo Flores (2017), algumas espécies de psitacideos e outras aves
gue ndo sejam as hospedeiras naturais tém potencial de funcionares como
portadoras do AAVv 1, sendo capazes de eliminar cepas virulentas no ambiente.

Os Avulavirus aviarios também podem causar infec¢cdes em hospedeiros
ndo aviérios, incluindo humanos, macacos, coelhos, visons, hamster e suinos.
Essas infec¢cdes ja foram evidenciadas ocorrendo de forma natural e
experimental, com algumas espécies manifestando sinais clinicos como
alteracdes neurolégicas em macacos e visons, e lesfes gastrointestinais em
suinos. Em humanos, a contaminagcdo geralmente ocorre em trabalhadores de
granjas aviculas, cursando com manifestacdo clinica de conjuntivite e, mais
raramente, sintomatologia respiratoria. Esses episodios destacam a
preocupacdo com possiveis repercussées zoonodticas do NDV, ressaltando a
importancia da vigilancia constante e controle desse patégeno (UL-RAHMAN et
al., 2021).

2.4.3 Patogenia e Patogenicidade

O ciclo replicativo completo dos Paramyxovirus aviarios tem duragéo de
14 a 30 horas. Contudo, cepas virulentas do NDV séo capazes de completar o
ciclo replicativo em aproximadamente 10 horas (FLORES, 2017). Esses virus
infectam as células-alvo através da ligacao entre a proteina viral hemaglutinina-
neuraminidase e os receptores de acido sialico da célula hospedeira. Essa
ligagdo possibilita a fusdo entre o envelope viral e a membrana plasmatica
celular, mediada pela proteina precursora FO, apés ser clivada em F1 e F2 pelas
proteases celulares. Esse mecanismo permite a penetracdo do virus e liberagédo

do nucleocapsideo no citoplasma celular onde ocorre o desnudamento e iniciam-
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se as etapas de transcricdo e traducdo do RNA viral mediadas pelo complexo
LP. Essas etapas prosseguem até que haja acumulo das proteinas virais no
citoplasma das células infectadas. Em determinado momento, ocorre a
interrupgdo na produgcdo dos RNA mensageiros (mRNAs) individuais por
mecanismos ainda desconhecidos, dando inicio a transcricdo do genoma em
toda sua extensdo, com a producdo de copias de RNA (MAO et al., 2022;
FLORES, 2017).

A morfogénese viral tem inicio com a associa¢do das proteinas N com o
genoma, e posterior adicdo do complexo LP. As proteinas HN e F, que foram
produzidas no reticulo endoplasmatico e modificadas no complexo de Golgi da
célula infectada, sdo transportadas em vesiculas trans-Golgi até a membrana
plasmatica, onde serdo inseridas, compreendendo a segunda etapa da
morfogénese. Simultaneamente, ocorre a clivagem da proteina FO em F1 e F2,
fator essencial para garantir a infectividade da progénie viral (FLORES, 2017).

De acordo com Flores (2017), as etapas posteriores da montagem das
particulas virais sdo pouco conhecidas, mas acredita-se que ocorra o transporte
de copias da proteina M até a membrana plasmatica. Neste estagio, essas
cOpias associam-se as glicoproteinas inseridas em um processo anterior.
Ocorrendo em seguida interacdo entre 0os nucleocapsideos com moléculas da
proteina M. Finalmente, a HN realiza o desprendimento do virion da membrana
plasmaticas hospedeira e remove as moléculas de AS evitando autoagregacao,
resultando no egresso das progénies (FIGURA 6) (MAO et al., 2022).
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Figura 13. Representacdo esquematica da replicacéo do virus da doenca
de Newcastle.
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Fonte: Mao et al. (2022).

A viruléncia dos Virus da Doenca de Newcastle estd relacionada a
algumas caracteristicas virais, tais como o tropismo celular, a resisténcia ao
sistema imunoldgico do hospedeiro e a eficacia no processo de replicacao. Além
de fatores associados ao hospedeiro, como a espécie afetada, o estado
imunoldgico e fatores ambientais (FLORES, 2017, MAYERS; MANSFIELD;
BROWN, 2017). O NDV possui trés patoétipos distintos, categorizados com base
no tempo médio necessario para causar a morte em embrides de galinhas. Esses
patotipo sdo: lentogénico (40-60 horas), mesogénico (60-90 horas) e velogénico
(90-150 horas) (BROWN; BEVINS, 2017).

Conforme avaliagdes moleculares, a variacao de viruléncia entre as cepas
virais esta associada a sequéncia de aminoacidos presentes no sitio de clivagem
da glicoproteina de fusao, responsavel pela interacdo e fusdo entre as células
hospedeiras e os virions (BROWN; BEVINS, 2017). As cepas virulentas
apresentam dois ou mais pares de aminoacidos na proteina FO, sendo trés ou

mais residuos de arginina (R) ou lisina (K) iniciando na posicdo 13 e uma
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fenilalanina (F) na posicado 117. A presenca de varios aminoacidos basicos no
sitio de clivagem permite que ocorra a clivagem viral por proteases encontradas
em diversos tecidos. Essa carateristica favorece a ocorréncia de infec¢des
sistémicas e extensa replicacao viral. Diferentemente, nos virus lentogénicos a
clivagem ocorre apenas por proteases mediadas por tripsina e enzimas
semelhantes, que estéo presentes no sistema respiratério e intestinal, resultando
em replicacdo viral restrita a esses sistemas (BUTT et al.,, 2019; MAYERS;
MANSFIELD. BROWN, 2017).

2.4.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos variam de acordo com a patogenicidade da cepa
infetante, espécie de ave acometida, idade e a presenca de infeccOes
secundarias. Cepas altamente virulentas podem desencadear quadros de morte
subita sem manifestacdes clinicas evidentes. Os sinais clinicos decorrentes de
infecgdes pelo NDV séo mais amplamente observados e descritos em galinhas,
guando comparado a outras espécies aviarias (BAPTISTA et al., 2021; FLORES,
2017).

As cepas lentogénicas geralmente causam infec¢Bes subclinicas ou
cursam com sinais clinicos respiratorios e entéricos brandos. Quando presentes
incluem tosse, espirros, respiracdo ofegante e ruidos respiratérios (ZHANG;
DING; XU, 2023, BROWN; BEVINS, 2017).

InfecgBes causadas por isolados mesogénicos provocam sinais clinicos
respiratérios, conjuntivite, diarreia, hemorragias intestinais, queda na producédo
de ovos e, em alguns casos, alteracdes neurolégicas. Nesses casos, a taxa de
mortalidade € moderada, exceto quando sao observadas infeccbes bacterianas
concomitantes, aumentando consideravelmente essa (BROWN; BEVINS, 2017)

As cepas velogénicas sdo responsaveis por causar sinais clinicos graves
ou morte subita resultando em taxas de mortalidade de até 100%. S&o divididas
em viscerotropicas velogénicas (VVNDV) e neurotrépicas velogénicas (VNNDV).
As lesbes decorrentes de infecgdes por isolados VVNDV ocorrem
predominantemente nos sistemas gastrointestinal e respiratorio. As principais
manifestacbes clinicas incluem hemorragias agudas em todo o SGI, tosse,
espirros, corrimento nasal, hiperemia conjuntival e conjuntivite. Além disso,

apatia, inapeténcia, queda na postura e anomalias nos ovos geralmente estéao

46



presentes. Os isolados VNNDV causam lesfes nos sistemas respiratorio e
nervoso, com auséncia de lesGes gastrointestinais. Os sinais clinicos incluem
espirros, corrimento nasal, ruidos de origem pulmonar e alteracdes neurolégicos
caracterizadas por inchaco de cabeca e face, fraqueza, paresia ou paralisia das
asas, tremores musculares, ataxia e torcicolo (BAPTISTA et al., 2021; BROWN;
BEVINS, 2017)

Humanos que desenvolvem sinais clinicos decorrente de infecgdo por
avulavirus aviarios geralmente apresentam conjuntivite e sintomas anélogos a
gripe, como, febre, dor de cabeca e mal-estar (BROWN; BEVINS, 2017).

2.4.5 Transmissao

As principais formas de transmisséo ocorrem pelo contato direto entre as
aves, através da inalacdo ou ingestdo de particulas virais. A via fecal-oral
compreende a principal forma de transmisséo no ciclo silvestre-doméstico, onde
a contaminacédo se da pela ingestao de particulas virais presentes no solo, 4gua,
ou alimentos contendo excrementos fecais de aves infectadas (BROWN;
BEVINS, 2017).

O periodo de incubacdo normalmente leva de 02 a 15 dias apos
exposi¢do, enquanto o periodo de transmisséo varia de acordo com a espécie
de ave infectada. As aves galinaceas (galinhas perus, perdizes e faisdes) sdo
capazes de transmitir o virus durante 01 a 02 semanas pés infeccao. Por outro
lado, psitacideos como papagaios, periquitos e araras, podem eliminar o NDV
através de secrecoes respiratorias e fezes durante varios meses a 01 ano apés
a infeccdo (BROWN; BEVINS, 2017).

InfecgBes por AAVV-1 ja foram comprovadas ocorrendo naturalmente ou
através de estudos experimentais em 27 ordens taxonémicas, abrangendo mais
de 236 espécies diferentes de aves. Contudo, acredita-se que todas as espécies
de aves sejam suscetiveis & infeccdo (HICKS et al., 2019; FLORES, 2017). A
transmissao viral da avifauna silvestre para aves galinAceas geralmente néo
produz  consequéncias  epidemioldgicas  significativas, dado  que,
invariavelmente, essas cepas séo avirulentas para aves domésticas. No entanto,
oportunamente, multiplas trocas virais entre aves de vida livre e galinhas podem
cepas virulentas (HICKS et al., 2019).

O NDV também pode permanecer infectante em carcacas de aves
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infetadas, podendo resistir por varios meses na pele e medula 6ssea quando
mantidas refrigeradas. Além disso, a transmissao de isolados virais de ovos para
pintinhos incubados também ja foram relatadas (BORWN; BEVINS, 2017).

Transmissdes por via indireta também ocorrem eficientemente atraves de
fémites, pessoas, equipamentos, insetos, roedores e outras pragas. Além disso,
estercos e camas contaminadas representam uma fonte potencial de
transmisséo, uma vez que o NDV é relativamente estavel no ambiente (FLORES,
2017).

2.4.6 Diagnostico

O isolamento viral € considerado o “padrao ouro” de diagndstico. Podendo
ser realizado através da inoculacdo do Avulavirus aviario 1 em ovos
embrionados de galinhas ou em cultura celular. Os materiais de eleicdo a serem
utilizados séo swabs de traqueais e/ou cloacais de aves vivas e macerados de
orgaos (bacos, pulmdes, intestinos, figado, rins, coracdo e cérebro) de animais
mortos (FLORES, 2017). ApGs processamento, esse material deve ser inoculado
em ovos de galinhas SPF com 09 a 10 dias de idade. Decorridos 05 a 07 dias de
incubacdo, o liquido alantoide € colhido e testado pelo método de
hemaglutinagdo com eritrocitos de galinha. As amostras que demonstrarem
hemaglutinacédo séo testadas com antissoro especifico pela técnica de HI, que
permite diferenciar a presenca do virus da Doenca de Newcastle de AlV e outros
agentes aglutinantes. Contudo, ndo é possivel a diferenciacdo entre cepas
virulentas e avirulentas (MAO et al., 2022; BELLO, 2018).

Testes sorolégicos

Ensaios sorologicos sdo comumente utilizados como primeira linha de
diagnostico, existindo um grande numero de testes disponiveis. O teste de
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e o ensaio imunoenziméatico (ELIZA) geralmente
séo utilizados para avaliar a presenca de anticorpos especificos contra o NDV
em aves suspeitas. No entanto, com essas técnicas ndo é possivel a
diferenciacdo entre anticorpos provenientes da exposicao de campo e estirpes
vacinais (FLORES, 2017).
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Diagndstico molecular

Os meétodos de RT-gPCR tem sido amplamente empregados em
suspeitas de surtos, visto que viabilizam a obtencdo do diagndstico em poucas
horas e permitem a andlise de um grande niumero de amostra de uma so vez.
Com alta especificidade e sensibilidade, esse método tem ganhado cada vez
mais destaque, especialmente considerando que o custo de aquisicdo de ovos
SPF e pintinhos de um dia tem se tornado pouco atraentes (BROWN; BEVINS,
2017). Para triagem de amostras, comumente sao utilizados ensaios de gPCR
direcionados para deteccao do gene da matriz viral, pois essa proteina estrutural
apresenta natureza altamente conservada nos NDV. Através de técnicas
moleculares, também € possivel fazer a determinacéo da viruléncia, a partir do
sequenciamento do gene da proteina F. Outra aplicacdo importante da qPCR é
a possibilidade de quantificar a carga viral em diferentes amostras (BELLO et al.,
2018).

Determinacéo da patogenicidade

A determinacdo da patogenicidade das cepas isoladas € crucial para o
completo diagnéstico de infec¢cdes causadas por Avulavirus aviarios 1. Em
ensaios in vivo, pode-se utilizar MDT (tempo médio de morte) que envolve a
inoculagcdo de amostras suspeitas em ovos embrionados, avaliado o tempo
decorrido em horas necessario para matar embrides de galinhas. Outro método
comumente utilizado é o IPIC (indice de patogenicidade intracerebral),
determinado pela juncédo de pontos baseados nos sinais clinicos apresentados
por pintinhos de um dia ap6s a inoculacdo intracerebral ou intravenosa de
amostras positivas, com avaliagdes a cada 24 horas, durante 08 dias. Os graus
de observacéo para pontuacéo séo: O = ave normal, 1 = ave doente e 2 = ave
morta; cepas lentogénicas apresentam resultados iguais ou proximos de O,
mesogénicas e velogénicas apresentam IPIC superiores a 0,7, cepas altamente
virulentas demonstram IPIC no valor maximo de 2,0 (WOAH, 2021; BROWN;
BEVINS, 2017).

2.4.7 Cenério atual da doenca de Newcastle no Brasil

A doenca de Newcastle € considerada exotica no Brasil e atualmente é
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considerada erradicada da avicultura industrial. Apdés as ultimas deteccdes da
circulacdo do NDV que ocorreram predominantemente em aves de subsisténcia
no ano de 2006, foi instituido pelo MAPA o Programa Nacional de Sanidade
Avicola (PNSA), que tem garantido que a avicultura industrial permaneca livre
desse patdogeno (RODRIGUES et al., 2022).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material biolégico

As amostras biologicas utilizadas na pesquisa foram provenientes de
coletas realizadas para o projeto “Monitoramento de SARS-COV-2, Coronavirus
e virus da Influenza no Pantanal”, autorizado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais sob o protocolo de nimero: 23108.085496/2020-32.

Todas as éareas de amostragem foram orientadas pela equipe de
ornitélogos visando a ampla variedade populacional de aves residentes, locais
com fluxo de aves migratérias, assim como a proximidade das regides com
centros urbanos.

As coletas de amostras foram conduzidas em 17 campanhas que
abrangeram cinco municipios do estado de Mato Grosso: Cuiaba, Bardo de
Melgaco, Nobres, Poconé e Santo Anténio do Leverger (Figuras 14 e 15),
durante um periodo de trés anos (2021-2023). Dentro do municipio de Barao de
Melgaco, trés microrregides foram selecionadas como pontos estratégicos para
captura de aves aquaticas: Baia do Chacororé, Baia Sia Mariana e Baia Sao
Joéo.

As capturas das aves foram executadas com redes de neblina em locais
de mata fechada, mantidas abertas por um periodo de trés a cinco dias em cada
ponto de coleta. Adicionalmente, foram utilizados passaguas para captura das
aves aquaticas nas regibes de baia ou em localidades onde estivessem

presentes (Figura 16).
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Figura 14. Localizacéo da regido Metropolitana do Vale do Rio Cuiaba, estado de
Mato Grosso Brasil.
Estado do Mato Grosso

Rondénia
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do Vale do
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Bolivia

MatoGrosso.
do Sul

0 100 200 300 km A Fonte: 1BGE, 2016; Elaboragdo: Emplasa/COT, 2018

Fonte: IBGE (2016).

Figura 15. Municipios do estado de Mato Grosso, Brasil, onde foram realizadas as
coletas de amostras nos anos de 2021-2023.
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Figura 16. Aves capturadas através do método de rede de neblina (A) e passagua (B).

Taraba:major Charadrius collaris

09/02/2021
-16°45'15,391"S -55°34'2,(
Sao Lot

Fonte: Elaine R. Bueno. Laboratério de Ecologia de Aves UFMT (2022).

As amostras de interesse para pesquisa consistiram em swabs que foram
coletados das regibes orotraqueais e cloacais. Essas amostras foram
acondicionadas em microtubos contendo meio de transporte viral e preservadas
em barris de nitrogénio liquido. Ap6s a obtencdo do material biolégico, cada
espécime foi identificado taxonomicamente, de acordo com a ordem, familia,
nome cientifico e popular. Posteriormente, as aves foram catalogadas para
facilitar a classificacdo conforme seu nicho ecoldgico, levando em consideracéo
a relacdo com o ambiente, habitos, padrdo de movimentacao e dieta alimentar
(Figura 17). Ao final de todo o procedimento, as aves eram soltas novamente em
seu habitat.

Ao encerramento de cada campanha, todo o material obtido foi
armazenado no ultrafreezer a uma temperatura de -80°C, localizado no
Laboratério de Virologia e Rickettsioses da Universidade Federal de Mato

Grosso, campus Cuiabd, até o inicio do processamento molecular.
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Figura 17. Coleta de materiais (swabs mistos) e catalogagéo das espécies.

Fonte: Elaine R. Bueno. Laboratério de Ecologia de Aves UFMT (2022).

3.2 Anélise molecular

As 1.138 amostras de swabs mistos (coletados das regides orotraqueais
e cloacais) dos espécimes capturados, foram submetidas a analise molecular no
Laborat6rio de Virologia e Rickettsioses, Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso (FAVET-UFMT), campus Cuiaba. As
amostras que testaram positivas foram encaminhadas para o Laboratério de
Pesquisa em virus emergentes, no Departamento de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP).

As extracdes dos materiais genéticos foram realizadas com o kit
MagMAX™ CORE Nucleic Acid Purification (Applied biosystems by Thermo
Fisher Scientific), conforme o protocolo recomendado pelo fabricante para
amostras de fluidos. Compreendendo um volume de 300uL de cada amostra,
previamente armazenada em meio de transporte viral (VTM) a temperatura de -
80°C.

Para a deteccdo dos agentes foram realizados ensaios TagMan™ RT-
gPCR (Transcricao reversa seguida de Reacdo em cadeia da polimerase) com
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o kit AgPath-ID™ One-step RT-PCR (Applied biosystems by Thermo Fisher
Scientific), conforme orientacdo da Rede Nacional de Vigilancia de Virus em
Animais Silvestres PREVIR — MCTI (Projeto Rede de Vigilancia de Virus —
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacgao).

Deteccdo molecular do virus influenza A

Para o ensaio TagMan (RT-gPCR) do virus Influenza A, foram utilizados
um conjunto de iniciadores especificos para o gene da matriz (M) e uma sonda
de hidrdlise projetada para uma regido conservada em todos os genes da matriz
dos virus influenza tipo A seguindo o proposto por Spackman et al. (2002). Os
iniciadores e a sonda de hidrélise sdo compostos pelas sequéncias de
nucleotideos detalhadas a seguir:

Iniciador senso (foward): AIV M+25 (5-AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG-3’)
Iniciador antisenso (Reverse): AlV M-124 (5-
CCTGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTGCGC-3)

Sonda de hidrdlise (probe): AV M+64 (5’-FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-
BHQ-1-3)

A amplificacdo do DNA para o virus Influenza A foi realizada em um
volume final de 25 pL, contendo 4 pL de molde de RNA, 5 pL de agua livre de
nuclease, 12,5 yL de tampédo 2X RT-PCR, 1 pL mistura de Enzimas 25X RT-
PCR, 1 yL de primer forawd (20 pmol/uL), 1 pL de primer reverse (20 pmol/ pL)
e 1 pL de sonda (6 pmol/uL) (AgPath-IDTM One Step RT-PCR Reagents). O
protocolo de amplificacdo iniciou-se com transcricdo reversa a 45°C por 10
minutos, desnaturacdo primaria a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 10 segundos, anelamento a 52° por 30 segundos e
extensdo a 72° por 10 segundos. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
em termocicladores de PCR em tempo real (QuantStudio 1 e 3), assim como a
analise dos dados.

A amostra amplificada para o virus influenza tipo A na TagMan RT-gPCR
foi submetida & um segundo protocolo de amplificacéo por RT-PCR convencional
de acordo com o protocolo descrito por Zhou et al. (2009) e Hoffman et al. (2001).
Foram utilizados os iniciadores direcionados para as 12 (MBT-unil2 (5-
ACGCGTGATCAGCA AAAGCAGG) ou 13 bases (5-
ACGCGTGATCAGTAGAAACAAGG) conservadas nas extremidades de cada

54



segmento de RNA de todos os virus influenza A. Utilizou-se o kit de deteccéo
SuperScript One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase para
amplificacdo de todos os 08 segmentos do virus influenza A (HOFFMAN et al.,
2001; ZHOU et al., 2009).

Foi realizado o sequenciamento genético dos segmentos por meio do
dispositivo NGS MinlON (Oxford Nanopore Technologies), baseado nos

protocolos propostos por Quick (2020) e por Pater et al. (2021) com adaptacgdes.

Deteccado molecular do virus da doenca de Newcastle

Para deteccdo do Avulavirus aviario sorotipo 1 foram realizados ensaios
TagMan utilizando iniciadores e sonda projetados para detectar sequéncias de
uma regido conservada do gene da proteina M (matriz), de acordo com o
proposto por Wise et al. (2004). As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores
e sonda utilizados foram:

Iniciador senso (forward): M+4100 (5-AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3)
Iniciador antisenso (reverse): M-4220 (5’-CCTGAGGAGAGGCAATTTGCTA-3)
Sonda (probe): M+4169 (5-FAM-TTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC -
TAMRA 3’)

A reacao de amplificacdo para AAVv 1 continha um volume final de 25 pL,
contendo 8 pyL de molde de RNA, 2 uL de agua livre de nuclease, 12,5 uL de
Tampao 2X RT-PCR, 1 yL Mistura de Enzimas 25X RT-PCR, 0,5 pyL de primer
foward (20 pmol/uL), 0,5 pL de primer reverse (20 pmol/ pL) e 05 uL de sonda (6
pmol/ pL). O protocolo de amplificag&o iniciou-se com transcrigéo reversa a 45°C
por 10 minutos, desnaturacdo primaria a 95°C por 5 minutos, seguida de 40
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 10 segundos, anelamento a 57°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 10 seg. As reacOes foram realizadas nos
termocicladores para PCR em tempo real QuantStudio 1 e 3, assim como a

analise dos dados.

4 RESULTADOS

Foram identificadas taxonomicamente 18 ordens e 162 espécies do total
de 1.138 aves silvestres capturadas, das quais foi possivel realizar a coleta de
swabs mistos. A partir desses dados de identificacdo, procedeu-se a

classificagao do status de ocorréncia no Brasil, conforme descrito por Pacheco
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et al. (2021). Alcancou-se um total de 916 aves residentes/migratérias com
evidéncias reprodutivas no pais. Aves enquadradas nessa categoria realizam
movimentos migratorios dentro do territdrio nacional. Sessenta e seis individuos
foram identificados como visitantes nao reprodutivos oriundos do Norte (VI (N)),
regido Neartica, Caribe ou extremo norte da América do Sul, seis (6) como
visitantes ndo reprodutivos oriundos de areas a oeste do territorio brasileiro (VI
(W)) e apenas uma (1) ave visitante ndo reprodutiva oriunda de areas ao sul do
Brasil (VI(S)), como Uruguai ou Chile (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagdo taxonémica em ordem das 1.138 aves silvestres amostradas nos anos
de 2021 — 2023 e padrao de ocorréncia no Brasil de acordo com Pacheco et al. (2021).

Ordem N° de individuos Status de ocorréncia no Brasil
VI VI(S)

Residente/MigratériatR N) VI (W)
Accipitriformes 11 9 2 - -
Anseriformes 151 151 - - -
Caprimulgiformes 6 8 - - -
Ciconiiformes 2 2 - - -
Charadriiformes 248 111 64 - -
Columbiformes 90 80 - - -
Coraciiformes 8 8 - - -
Cuculiformes 5 5 - - -
Eurypygiformes 1 1 - - -
Galbuliformes 9 9 - - -
Gruiformes 4 4 - - -
Passeriformes 575 502 - 6 1
Pelecaniformes 7 7 - - -
Piciformes 13 12 - - R
Psittaciformes 3 2 - - -
Strigiformes 2 2 - - -
Suliformes 1 1 - - -
Trogoniformes 2 2 - - -
Total 1.138 916 66 6 1

BR: Residente ou migrante reprodutivo (com evidéncias de reproduc¢éo no pais disponivel).

VI (N): Visitante sazonal ndo reprodutivo, oriundo do Norte (Regido Neartica, Caribe ou extremo
norte da América do Sul).

VI (W): Areas a oeste do territorio brasileiro (Peru, Bolivia; Paraguai e Argentina (sudoeste).

VI (S): Areas ao sul do territorio brasileiro (Uruguai e Chile)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Ao total, foram capturadas 73 aves migratérios intercontinentais. Dessas,
64 pertenciam a ordem Charadriiformes, 07 Passeriformes, e apenas 02 da
ordem Accipitriformes. De acordo com os dados de registros ornitoldgicos
brasileiros, 68 das 73 espécies de aves migratorias possuem registro de
ocorréncia em todos os biomas brasileiros, podendo ser encontrados em
praticamente todos os estados do Pais (Tabela 3) (WikiAves — A Enciclopédia

de Aves do Brasil).

Tabela 3. Aves migratdrias intercontinentais e registro de ocorréncia no Brasil.

Numero Registro de
Ordem Espécie de Rotas migratorias ocorrénciano
individuos Brasil
Oceano Atlantico;
Charadriiformes Actitis macularius? 1 Amazobnia Todos os biomas
central/Pantanal
Charadriiformes Calidris fuscicollis? 5 Oceano Atlantico Todos os biomas
Charadriiformes Calidris melanotos? 24 ~ chaf‘o. - Todos os biomas
Atlantico/Mississipi
Oceano
Passeriformes Elaenia chilensis3 1 Atlantico/Encosta leste  Todos os biomas
dos Andes
. e Amazonia,
Passeriformes Inezia inornata? 5 Rota mlg_ra_torla nao Cerrado, Pampa,
definida
Pantanal
. . . Oceano
1
Accipitriformes Pandion haliaetus 2 Atlantico/Amazonia Todos os biomas
central
Passeriformes Serpo.phag? 1 Rota m'gr‘f"toi'f nao Todos os biomas
subcristata definida
Charadriiformes Tringa flavipes? 13 Oceano Atlantico Todos os biomas
Oceano Atlantico;
Charadriformes ~ Tringa melanoleuca! 3 Amazdnia Todos os biomas
central/Pantanal
Charadriiformes Tringa solitaria® 18 Oceano Todos os biomas

Atlantico/Mississipi

VI (N): Visitante sazonal ndo reprodutivo, oriundo do Norte (Regido Neartica, Caribe ou extremo
norte da América do Sul).
2Vl (W): Areas a oeste do territorio brasileiro (Peru, Bolivia; Paraguai e Argentina (sudoeste).
3VI (S): Areas ao sul do territorio brasileiro (Uruguai e Chile)

Fonte: Elaborada pela autora, de acordo com informacdes obtidas em: *Somenzari et al. (2018);
Serrano (2010); ** Nunes e Tomas (2008) e Wiki Aves.

Todas as 1.138 amostras de swabs mistos avaliadas por ensaios TagMan
RT — qPCR foram negativas para o virus da doenca de Newcastle, e 1.137
amostras também apresentaram resultado negativo para o virus influenza A.

Obteve-se resultado positivo para Alphainfluenzavirus em uma amostra
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proveniente de uma ave limicola da ordem Charadriiformes, espécie Charadrius
collaris e popularmente conhecida como batuira-de-coleira (amostra MT 1403).
Durante a triagem para identificacdo do espécime, foi possivel obter alguns
dados, como peso (29 gramas), idade (adulto), e o sexo ndo pode ser definido
devido a espécie nao apresentar dimorfismo sexual na plumagem. A ave também
nao apresentava sinal clinico no momento da coleta. A captura dessa ave foi
realizada pelo método de busca ativa no dia 24 de agosto de 2023, na Baia de
Chacororé, localizada no municipio de Bardo de Melgaco (MT).

A reacdo foi realizada em material extraido a partir de swab misto e
apresentou Ct (Cycle thershold) no valor de 30 (Figura 18). De acordo com
Spackman (2020), amostras com pico de amplificagdo menor que 40 devem ser
consideradas positivas. Frente a esse resultado, optou-se por submeter
amostras individuais de swab oral e cloacal dessa ave a extracdo de material
gendmico, como descrito anteriormente. Ap0s a extracdo, ambas amostras
foram submetidas a reacédo de RT-gPCR seguindo o mesmo protocolo utilizado
para as amostras de swabs mistos. A partir do swab oral, a amplificacdo foi
detectada no Ct de valor 26 (Figura 19). Ja a amostra de swab cloacal
apresentou aumento na curva de amplificacdo, mas que n&o alcancou o limiar
do Ct (Figura 20).

A amostra positiva foi submetida novamente a técnica de RT-gPCR em
um segundo laboratério (ICB-UCP) seguindo o protocolo de amplificacdo
descrito por Spackman et al. (2002), onde também testou positiva para virus
influenza A. Posteriormente, foi realizada uma amplificagdo multi-gendémica de
RT-PCR convencional, segundo Zhou et al. (2009), e a amostra apresentou
amplificacdo de diferentes segmentos (Figura 19), muitos deles de peso
molecular inespecifico. Os produtos amplificados foram submetidos ao
sequenciamento gendémico por meio da plataforma MinlON-NSG, contudo, néo

foi possivel a determinag&o gendmica do Alphainfluenzavirus por este ensaio.
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Figura 18. Curva de amplificagdo da amostra de swab misto para o virus Influenza A,
na técnica de RT-qPCR.
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (2023).

Figura 19. Curva de amplificagdo da amostra de swab oral para o virus Influenza A,
na técnica de RT-qPCR.
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (2023).
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Figura 20. Curva de amplificagdo da amostra de swab cloacal para o virus Influenza

A, na técnica de RT-qPCR.
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (2023).

Figura 21. Eletroforese da amostra positiva ha RT-qPCR para
virus influenza A (destacada em vermelho).

Fonte: Jansen de Araujo, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo/USP (2024).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel capturar 73 aves migratorias no pantanal
do estado de Mato Grosso. Embora corresponda a aproximadamente 6%
(73/1.138) do total de aves capturadas, do ponto de vista epidemiolégico, a
presenca desses espécimes em territorio brasileiro é significativamente
importante, dado que as aves silvestres migratérias compreendem as principais
transportadoras bioldgicas dos AlVs e NDVs em escala global, inclusive para
regides onde a circulacao viral € incomum (BLAGODATSKI et al., 2021; UL-
RAHMAN et al., 2021).

Dos 1.138 swabs mistos avaliados, todos apresentaram resultado
negativo na técnica molecular de RT-qPCR para o virus da doenca de
Newcastle. Este resultado estd em conformidade com estudos realizados no
Pantanal mato-grossense por Bourscheid et al. (2020) e por Pinto et al. (2016)
em aves domésticas e aves silvestres, respectivamente, nos quais também nao
foram encontradas evidencias da circulacdo do NDV pela técnica de RT-qPCR
no estado de Mato Grosso.

Em relacdo ao virus influenza A, do total de 1.138 amostras, uma (MT
1403) apresentou resultado positivo em amostras de swab misto (orotraqueal +
cloacal) e swab oral pelo método Tagman de Transcricdo reversa seguida de
Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR). A amostra de swab
cloacal, por outro lado, ndo alcancou o limiar do Ct, e por isso, foi considerada
nao detectada. Este resultado sugere que no momento da captura desta ave a
replicacdo viral ocorria apenas no sistema respiratorio, com auséncia ou
eliminagcdo ndo detectavel de Alphainfluenzavirus por via fecal. H4 pouco
conhecimento sobre as taxas de replicagdo dos subtipos virais de AlV’s em
orgdos de aves silvestres. No entanto, é conhecido que a distribuicdo de
receptores de acido sialico (AS) varia consideravelmente entre as diferentes
espécies, o que influencia diretamente o local preferencial de replicacéo viral e a
taxa de eliminagdo do virus, seja por via respiratéria ou gastrointestinal (ZHAO;
PU, 2022; CRIADO et al., 2021). Corroborando com nosso trabalho, outros
estudos também demonstram que em algumas espécies aviarias como galinhas
(Gallus gallus), patos tufados (Aythya fuligula) e patos mergulhadores (Mergus
octosetaceus), a replicacdo viral € principalmente observada no sistema

respiratorio superior, mostrando taxas de detec¢do superior em compara¢cao com
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a via fecal (NILSSON et al., 2023; VAN DEN BRAND et al., 2018). Além disso,
de acordo com Kuchipudi et al. (2021) as aves da ordem Charadriiformes
apresentam abundancia de receptores AS 02,6-Galactose e AS a2,3-Galactose no
epitélio do trato respiratério, o que justifica a deteccdo viral positiva de
amostras da regido orotraqueal nesse estudo.

A amplificacdo dos segmentos do genoma da reacédo endpoint PCR néo
produziu amplificacdo desejada para o sequenciamento genémico, por isso, ndo
foi possivel determinar o subtipo envolvido na deteccdo. Esses resultados
divergentes podem ser atribuidos a trés fatores ou nas suas combinacdes.
Primeiro, a quantidade insuficiente de RNA viral presente na amostra para a
amplificacdo dos segmentos gendmicos, 0 que justifica sua deteccdo apenas
pelo método de RT-gPCR, reconhecido por apresentar maior sensibilidade na
deteccdo de baixos numeros de cépias de DNA/cCDNA em comparacdo ao
meétodo convencional (CROVILLE et al., 2018; ARTIKA et al., 2022). Segundo, a
degradacédo do RNA viral durante o transporte da amostra do estado de Mato
Grosso para o0 estado de Sao Paulo, onde foram realizadas as técnicas de
endpoint PCR e sequenciamento genético. Sabe-se que ha maior suscetibilidade
do acido ribonucleico a degradacédo quimica e/ou fisica quando comparado ao
acido desoxirribonucleico. Considerando que a amostra foi transportada por um
servico de encomenda expressa e, embora tenha sido armazenada
corretamente para o deslocamento, entende-se que ficou suscetivel & variacdes
de pH e temperatura. A alteracdo constante desses fatores influencia
diretamente na degradacdo do material genético (BEGUM; JABEEN; RIZVI,
2023; CHHEDA et al., 2023). Terceiro, a presenca de sequéncias hospedeiras e
bacterianas abundantes pode interferir na detec¢cdo do material genético-alvo
guando este estd em baixas quantidades na amostra submetida ao
sequenciamento GNS (GORAICHUK et al., 2024). Ainda em relagdo ao NGS, de
acordo com IP et al. (2023), o dispositivo utilizado para 0 sequenciamento nessa
pesquisa (Minlon da Oxford Nanopore Technology) produz maiores taxas de
erros e menor sensibilidade quando comparados a outros sistemas de
sequenciamento de nova geracao.

A captura de aves migratdrias da ordem Charadriiformes foi predominante
(64/73), seguido de Passeriformes (7/73) e por ultimo Acciptriformes (2/73). De

acordo com os registros ornitolégicos essas espécies identificas podem ser
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encontradas em todos os biomas brasileiros, 0 que aumenta significativamente
a chance de dispersédo viral entre diferentes regides do pais (Pacheco et al.,
2021; Wiki Aves). De acordo com o MAPA (2023) ja somam um total de 148
surtos de HPAI (H5N1) notificados no Brasil, onde as infec¢des predominam nas
espécies aquaticas limicolas Trinta-réis-de-bando (Thalasseus acuflavidus) e
Trinta-réis-real (Thalasseus maximus), também pertencentes a ordem
Charadriiformes.

O material biol6gico de onde detectou-se a presenca do virus influenza A
pertence a uma ave residente limicola da espécie Charadrius collaris, capturada
na Baia do Chacororé um dos maiores corpos hidricos (lagoas) do Pantanal
matogrossense, localizado no municipio de Bardo de Melgaco. As baias que
compde a planicie inundavel do Pantanal sdo importantes regides de escala para
aves migratérias, e a obtencéo desse resultado confirma o que ja levantado por
Araujo et al. (2018) e BOURSCHEID et al. (2020) sobre a extrema importancia no
estudo de patdgenos virais em regides proximas a grandes planicies alagadas.

As aves residentes/migratorias (nacionais ou regionais) compreenderam
o maior numero de individuos capturados, predominando aves pertencentes a
ordem Passeriformes (502/916). Apesar dessas aves ndo estarem diretamente
relacionadas com a propagacao dos virus HPAI e o Virus da Doenca de
Newcastle, 0 monitoramento de campo nessas populagdes se faz tdo importante
guanto a avaliacdo das aves com habitos migratérios, levando em consideracéo
gue a principal via de transmissdo de ambos agentes € a fecal-oral, e a
contaminacdo ambiental com excrementos fecais de espécimes aquaticos é um
potencial risco de contaminacéo para as aves residentes, principalmente as que
habitam regides préximas a rios e corpos d’agua. Vale ressaltar que esses virus
sdo capazes de resistir por um periodo prolongado em areas umidas e matéria
organica (RAHMAN; HABIB; SHABBIR, 2018; BLAGODATSKI et al., 2021).

A detecc¢édo do virus Influenza A na espécie residente Charadrius collaris
nesse estudo ressalta a importancia da realizacdo de ensaios epidemiologicos
no Pantanal mato-grossense e destaca a necessidade de uma compreensao
mais aprofundada sobre o comportamento e ecologia da avifauna nacional. E
essencial direcionar mais pesquisas para entender como esta espécie e outras
aves residentes contribuem com a circulacdo de virus influenza A no estado de

Mato Grosso, bem como o nivel de interacdo delas com a fauna doméstica e a
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espécie humana, especialmente frente & epidemia global de HPAI (H5N1)

enfrentada no momento.

6 CONCLUSAO

Conclui-se no presente estudo que ndo ha atividade do virus da doenca de
Newcastle nas aves silvestres da regido do pantanal mato-grossense e entorno. A
deteccdo de um virus Influenza A por meio do método de RT-gPCR em uma ave
residente da espécie Charadrius collaris no estado de Mato Grosso € um achado
significativo e inusitado que destaca a importancia de investigacdes epidemioldgicas
nas regides de Baias do Pantanal mato-grossense. Ainda ha muitas lacunas a serem
preenchidas quanto ao papel especifico dessa espécie na circulacéo viral nessas areas.

E crucial direcionar novos estudos para mais investigacdes de patdgenos virais
emergentes e reemergentes na avifauna nacional. Essas pesquisas sao essenciais
para avaliar o risco epidemioldgico nas interfaces de transbordamento entre a vida
selvagem, pecuaria e humana. Ao entendermos mais sobre a ecologia e o
comportamento das aves, bem como sobra a dindmica da transmissao viral, €
possivel desenvolver estratégias mais eficazes para a prevencao e o controle de
doencas infecciosas que possam afetar tanto a saude animal quanto a saude

publica.
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RESUMO

As aves silvestres aquaticas das ordens Anseriformes e Charadriiformes sdo
hospedeiras naturais do virus da influenza aviaria (AlV) e do virus da doenca de
Newcastle. As espécies migratérias desempenham um papel significativo na
disseminacgdo intra e intercontinental desses patdgenos, além de contribuirem
para amplificacdo e manutengao viral em ambientes silvestres. A ocorréncia de
transbordamento viral interespécies ndo é incomum, portanto, 0 monitoramento
epidemioldgico que visa detectar a circulacdo desses virus na avifauna é
imprescindivel, principalmente em locais que funcionam como sitios de escala e
invernada de aves migrantes. O estado de Mato Grosso (MT), situado no Brasil
Central, é percorrido por duas importantes rotas migratérias intercontinentais,
onde alguns sitios de concentracdo aviaria estdo localizados em regides
periurbanas, sendo comumente observado o contato proximo entre a fauna
silvestre, doméstica e seres humanos. Esse estado € composto por trés biomas
ricos em biodiversidade: Amazonia, Cerrado e Pantanal, nos quais ja foram
catalogadas 916 espécies diferentes de aves silvestres. Tendo em vista as
caracteristicas ecologicas do estado de MT, o objetivo desta pesquisa foi
investigar indicios de atividade viral de AV e NDV na avifauna local. Ao todo,
foram testadas para ambos agentes, pela técnica de RT-qPCR 1.138 amostras
de swabs orotraqueais e cloacais. Resultado positivo para Alphainfluenzavirus
foi detectado em amostra coletada de uma ave silvestre pertencente a espécie
Charadrius collaris, capturada na Baia de Chacororé, localizada no municipio de
Bardo de Melgaco (MT). A amostra positiva foi submetida ao sequenciamento

gendmico (NGS), mas nao foi possivel obter o0 genoma completo para
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confirmacao do subtipo viral. Todas as demais amostras testaram negativas para
ambos agentes. O monitoramento epidemiologico na regido e novas buscas
deverdo ser realizadas para investigacdo desses virus na regido do Pantanal

mato-grossense.

Palavras-chave: Charadrius collaris. Pantanal. RT-gPCR. Vigilancia

epidemioldgica.
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INTRODUCAO

Estima-se que mais de 75% das doencas infecciosas emergentes e
reemergentes sejam de origem zoonética, e cerca de 80% sdo causadas por
patbgenos virais. As aves silvestres aquéticas das ordens Anseriformes e
Charadriiformes séo os reservatorios naturais dos virus de baixa patogenicidade da
influenza aviaria e do virus da doenca de Newcastle. A infeccdo nesses grupos de
aves geralmente € assintomatica, e estas contribuem significativamente na
disseminacédo global desses patdégenos (TROGU et al., 2021; ARAUJO et al, 2018).

A influenza aviaria (AlV) e a doenca de Newcastle (DNC) estdo entre as
principais enfermidades virais altamente transmissiveis que acometem as aves,
podendo inclusive causar infeccbes em humanos (HIRSCHINGER et al., 2021,
NGUYEN et al.,, 2019; FLORES, 2017). Essas doencas representam grandes
problemas socioeconémicos, de saude publica e ambiental em paises onde sé&o
endémicas, bem como em regifes onde novos surtos sao identificados. A deteccgéo
de cepas virulentas do NDV e de cepas altamente patogénicas do AlV geralmente
levam ao embargo do comércio internacional de aves e de seus subprodutos nas
regides afetadas, causando grandes prejuizos financeiros (TROGU et al., 2021,
RECHT, SCHUENEMANN E SANCHEZ-VILLAGRA, 2020).

Os virus Influenza A e o Avulavirus aviario sorotipo 1 (APMV-1) séo os agentes
etiolégicos responsaveis por essas enfermidades. Ambos possuem distribuicao
mundial e seus hospedeiros naturais sdo as aves silvestres das ordens Anseriformes
(patos, cisnes e gansos) e Charadriiformes (gaivotas, andorinhas e aves costeiras)
(RAHMAN; HABIB; SHABBIR, 2018). Diversas cepas desses agentes ja foram
identificadas em diferentes ordens aviarias, estando associadas a ocorréncia de
spillover a partir de espécies silvestres (HILL et al., 2022; WELCH et al., 2019). Esses
virus se replicam continuamente nos sistemas respiratério e gastrointestinal de forma
assintomatica em seus hospedeiros naturais, sendo eliminados em altas quantidades
nas secrecdes oronasais e fezes. Portanto, as principais vias de transmissao incluem:
0 contato direto entre aves portadoras e suscetiveis, aerossois, secrecdes
respiratorias e via fecal-oral (ONO; LIMA; RIBEIRO, 2021; BODEWES,; KUIKEN,
2018; FLORES, 2017). Esta ultima € predominantemente importante em ambientes
aguaticos, onde as particulas virais presentes nas fezes de aves infectadas podem
permanecer viaveis em zonas umidas como rios, lagos, lagoas e praias por longos

periodos. Essa via de transmissdo também esta diretamente relacionada com a
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manutenc¢ao viral em ambientes selvagens, permitindo a infeccéo entre populacdes
aviarias separadas espacial ou temporalmente (BLAGODATSKI et al., 2021; ARAUJO
et al., 2018; LICKFETT,et al., 2018).

Aves migratérias desempenham papel importante na disseminacdo de
microrganismos, transportando-os por longas distancias territoriais e promovendo a
propagacado intracontinental e intercontinental (SINGH et al., 2020; HICKS et al.,
2019). Além disso, contribuem significativamente para amplificagé@o viral no ambiente
e na ocorréncia de processos mutacionais e evolutivos de ambos os agentes
(MOSAAD et al., 2023; TROGU et al., 2021). Surtos de IA e DNC tém sido associados
a presenca de aves migratorias em grandes regibes geograficas como Asia, Europa e
Ameérica do Norte (RAMEY et al., 2022, VELKERS et al., 2020; WELCH et al., 2019),
onde programas de vigilancia ativa para IA realizados demonstram que as detecc¢des
de cepas de influenza aviaria de alta patogenicidade (HPAI) coincidem espaco
temporalmente com relatos de surtos e aumento na mortalidade de aves selvagens
(RAMEY et al., 2022).

Os subtipos virais altamentes patogénicos do virus influenza A (HPAI)
representam um grande risco zoonético devido a sua alta mutabilidade, o que eleva
as probabilidades de transbordamentos virais interespécies (spillover). Essa
plasticidade mutacional e evolutiva dos AlVs os tornam uma grande ameaca 4 saude
global da populacdo humana e a biodiversidade da fauna, uma vez que a ocorréncia
de spillover entre aves e mamiferos tem sido relatados ao longo dos anos (PARDO-
ROA et al., 2023; MARANDINO et al., 2023; LYCETT et al., 2020).

Atualmente, uma epidemia global de HPAI H5N1 (clado 2.3.4.4b) est4d em
curso, iniciada no ano de 2020 e persistindo até o presente momento, essa estirpe
viral continua a disseminar-se por regibes de dificil alcance ao redor do mundo.
Originaria da Asia, espalhou-se para toda a Europa e, posteriormente, para 0s
continentes Africano e Americano, causando surtos com mortalidade massiva em
aves silvestres e domésticas (TIAN et al., 2023).

Em outubro de 2022, o HPAI (H5N1) adentrou a América do Sul, espalhando-
se rapidamente ao longo da costa do Pacifico e causando infecgbes sem precedentes
em diversas espécies de aves e mamiferos aquaticos (GILBERTSON; SUBBARAO,
2023; LEGUIA et al., 2023). Essa cepa viral tem demonstrado elevado potencial de
rearranjo genético, resultando em propagac6es multiespécies com transbordamentos

virais entre diferentes espécies de aves, mamiferos terrestres e aquaticos (focas,
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ledes marinhos, gambas, guaxinins, visons, ursos, entre outros), além de humanos.
Esses eventos tém ocorrido em uma escala de frequéncia e dimensdes inéditas,
gerando grandes preocupacgdes entre a comunidade cientifica devido a possibilidade
de uma nova pandemia causada por um virus influenza (LEGUIA et al., 2023,
TAMMIRANTA et al., 2023; VENKATESAN, 2023).

O estado de Mato Grosso, localizado na regido Centro Oeste do Brasil, possui
areas de escalas utilizadas por aves migratdrias setentrionais e meridionais ao longo
do ano. Devido & sua localizagéo geogréfica privilegiada e a variedade de habitats, é
0 Unico estado do pais a apresentar trés biomas distintos (Amazb6nia, Pantanal e
Cerrado). Essas variedades de ecossistemas servem como ponto de descanso e
reproducéo para diversas espécies durante suas jornadas sazonais. Essas aves que
atravessam a regido central do pais utilizam comumente duas rotas migratérias
principais: a Rota do Brasil Central e Rota Amazodnia Central/Pantanal. Ambas se
comunicam com as grandes Flyways intercontinentais, tornado essa regido propicia a
entrada de patégenos virais carreados pela avifauna silvestre (BOURSCHEID et al.,
2020; ICMBIO, 2019).

O primeiro surto de HPAI (H5N1) no Brasil ocorreu em maio de 2023, no estado
do Espirito Santo, afetando um grande numero de aves aquéticas limicolas.
Atualmente, somam-se 148 surtos confirmados em aves silvestres e 03 casos em aves
de subsisténcia (MAPA, 2023). Diante do atual cenario nacional de propagacédo do
HPAI (H5N1) e dos riscos econdmicos e ambientais representados pelos AlVs,
juntamente com o NDV, como os principais patdgenos responsaveis pela Sindrome
Respiratéria e Nervosa das Aves, capazes de produzir altas taxas de morbidade e
mortalidade na populacdo aviaria comercial, nas criacbes de subsisténcia e na rica
avifauna do estado de Mato Grosso, preconizou-se nessa pesquisa realizar uma
avaliagcdo epidemiolégica da circulagdo desses virus em cinco municipios do estado
(Cuiaba, Bardao de Melgaco, Nobres, Poconé e Santo Antbnio do Leverger) . Esses
municipios foram escolhidos por abrigarem grandes regifes periurbanas onde é
comum observar o contato intimo entre a fauna silvestre, doméstica e seres 0s
humanos.

Ha uma lacuna de informacgdes sobre quais espécies migratérias podem estar
associadas a uma possivel introducéo de agentes virais no estado de Mato Grosso,
assim como as espécies residentes que podem funcionar como reservatorios e que

possam perpetuar a propagacao viral. Com base no exposto, nosso objetivo foi
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conduzir investigagdes epidemiologicas por meio de vigilancia ativa, utilizando a
técnica molecular (RT-gPCR), para monitorar e detectar precocemente a circulacao

de AlV’s e NDV em aves silvestres no estado de Mato Grosso, Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Material biologico

As amostras biologicas utilizadas na pesquisa foram provenientes de coletas
realizadas para o projeto “Monitoramento de SARS-COV-2, Coronavirus e virus da
Influenza no Pantanal”, autorizado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais sob o
protocolo de nimero: 23108.085496/2020-32.

Todas as areas de amostragem foram orientadas pela equipe de ornitélogos
visando a ampla variedade populacional de aves residentes, locais com fluxo de aves
migratorias, assim como a proximidade das regides com centros urbanos.

As coletas de amostras foram conduzidas em 17 campanhas que abrangeram
cinco municipios do estado de Mato Grosso: Cuiaba, Bardo de Melgaco, Nobres,
Poconé e Santo Antdnio do Leverger (Figuras 1 e 2), durante um periodo de trés anos
(2021-2023). Dentro do municipio de Bardo de Melgaco, trés microrregides foram
selecionadas como pontos estratégicos para captura de aves aquaticas: Baia do
Chacorore, Baia Si4 Mariana e Baia S&o Jo&o.

As capturas das aves foram executadas com redes de neblina em locais de
mata fechada, mantidas abertas por um periodo de trés a cinco dias em cada ponto
de coleta. Adicionalmente, foram utilizados passaguas para captura das aves
aquaticas nas regides de baia ou em localidades onde estivessem presentes (Figura
3).
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Figura 1. Localizacéo da regido Metropolitana do Vale do Rio Cuiaba, estado de
Mato Grosso Brasil.
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Fonte: IBGE (2016).

Figura 2. Municipios do estado de Mato Grosso, Brasil, onde foram realizadas as
coletas de amostras nos anos de 2021-2023.
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Figura 3. Aves capturadas através do método de rede de neblina (A) e passagua (B).

Charadrius collaris

09/02/2021
-16°45'15,391"S -55°34'2,(
Séao Lot

Fonte: Imagem disponibilizada por Elaine R. Bueno. Laboratério de Ecologia de Aves
UFMT (2022).

As amostras de interesse para pesquisa consistiram em swabs que foram
coletados das regides orotragueais e cloacais. Essas amostras foram acondicionadas
em microtubos contendo meio de transporte viral e preservadas em barris de
nitrogénio liquido. Ap6s a obtencdo do material biolégico, cada espécime foi
identificado taxonomicamente, de acordo com a ordem, familia, nome cientifico e
popular. Posteriormente, as aves foram catalogadas para facilitar a classificacéo
conforme seu nicho ecoldgico, levando em consideracdo a relagdo com o ambiente,
habitos, padrdo de movimentacdo e dieta alimentar (Figura 4). Ao final de todo o
procedimento, as aves eram soltas novamente em seu habitat.

Ao encerramento de cada campanha, todo o material obtido foi armazenado no
ultrafreezer a uma temperatura de -80°C, localizado no Laboratério de Virologia e
Rickettsioses da Universidade Federal de Mato Grosso, campus Cuiaba, até o inicio

do processamento molecular.
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Figura 4. Coleta de materiais (swabs mistos) e catalogacéo das espécies.

.08.2021

Fonte: Imagem disponibilizada por Elaine R. Bueno. Laboratorio de Ecologia de Aves UFMT
(2022).

Andlise molecular

As 1.138 amostras de swabs mistos (coletados das regies orotraqueais e
cloacais) dos espécimes capturados, foram submetidas a analise molecular no
Laboratério de Virologia e Rickettsioses, Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso (FAVET-UFMT), campus Cuiaba. As amostras
que testaram positivas foram encaminhadas para o Laboratério de Pesquisa em virus
emergentes, no Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo (USP).

As extracbes dos materiais genéticos foram realizadas com o kit MagMAX™
CORE Nucleic Acid Purification (Applied biosystems by Thermo Fisher Scientific),
conforme o protocolo recomendado pelo fabricante para amostras de fluidos.
Compreendendo um volume de 300uL de cada amostra, previamente armazenada em
meio de transporte viral (VTM) a temperatura de -80°C.

Para a deteccdo dos agentes foram realizados ensaios TagMan™ RT- qPCR
(Transcricdo reversa seguida de Reacdo em cadeia da polimerase) com o kit AgPath-
ID™ One-step RT-PCR (Applied biosystems by Thermo Fisher Scientific), conforme
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orientacdo da Rede Nacional de Vigilancia de Virus em Animais Silvestres PREVIR —
MCTI (Projeto Rede de Vigilancia de Virus — Ministério da Ciéncia, Tecnologia e

Inovacéo).

Deteccdo molecular do virus influenza A

Para o ensaio TagMan (RT-qPCR) do virus Influenza A, foram utilizados um
conjunto de iniciadores especificos para o gene da matriz (M) e uma sonda de hidrdlise
projetada para uma regido conservada em todos os genes da matriz dos virus
influenza tipo A seguindo o proposto por SPACKMAN et al. (2002). Os iniciadores e a

sonda de hidrélise sdo compostos pelas sequéncias de nucleotideos detalhadas a

sequir:
Iniciador senso (foward): AIV M+25 (5’-AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG-3’)
Iniciador antisenso (Reverse): AlV M-124 (5-

CCTGCAAAAACATCTTCAAGTCTCTGCGC-3)
Sonda de hidrdlise (probe): AlV M+64 (5’-FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-BHQ-
1-3))

A amplificacdo do DNA para o virus Influenza A foi realizada em um volume
final de 25 pL, contendo 4 puL de molde de RNA, 5 pL de &gua livre de nuclease, 12,5
puL de tampédo 2X RT-PCR, 1 pL mistura de Enzimas 25X RTPCR, 1 pyL de primer
forawd (20 pmol/pL), 1 uL de primer reverse (20 pmol/ pyL) e 1 pL de sonda (6 pmol/pL)
(AgPath-IDTM One Step RT-PCR Reagents). O protocolo de amplificacao iniciou-se
com transcricdo reversa a 45°C por 10 minutos, desnaturacdo primaria a 95°C por 5
minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 10 segundos, anelamento
a 52° por 30 segundos e extensao a 72° por 10 segundos. As reacfes de amplificacao
foram realizadas em termocicladores de PCR em tempo real (QuantStudio 1 e 3),
assim como a analise dos dados.

A amostra amplificada para o virus influenza tipo A na TagMan RT-gPCR foi
submetida & um segundo protocolo de amplificacdo por RT-PCR convencional de
acordo com o protocolo descrito por Zhou et al. (2009) e Hoffman et al. (2001). Foram
utilizados os iniciadores direcionados para as 12 (MBT-unil2) (5-
ACGCGTGATCAGCA AAAGCAGG) ou 13 (MBT-unil3) bases (5-
ACGCGTGATCAGTAGAAACAAGG) conservadas nas extremidades de cada
segmento de RNA de todos os virus influenza A. Utilizou-se o kit de deteccédo

SuperScript One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase para
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amplificacdo de todos os 08 segmentos do virus influenza A (HOFFMAN et al., 2001,
ZHOU et al., 2009).

Deteccao molecular do virus da doencga de Newcastle
Para deteccdo do Avulavirus aviario sorotipo 1 foram realizados ensaios
TagMan utilizando iniciadores e sonda projetados para detectar sequéncias de uma
regido conservada do gene da proteina M (matriz), de acordo com o proposto por
WISE et al. (2004). As sequéncias de nucleotideos dos iniciadores e sonda utilizados
foram:
Iniciador senso (forward): M+4100 (5-AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3)
Iniciador antisenso (reverse): M-4220 (5’-CCTGAGGAGAGGCAATTTGCTA-3)
Sonda (probe): M+4169 (5-FAM-TTCTCTAGCAGTGGGACAGCCTGC — TAMRA 3’)
A reacdo de amplificacdo para AAVv 1 continha um volume final de 25 pL,
contendo 8 pL de molde de RNA, 2 uL de agua livre de nuclease, 12,5 pL de Tampao
2X RT-PCR, 1 pL Mistura de Enzimas 25X RT-PCR, 0,5 pL de primer foward (20
pmol/uL), 0,5 pL de primer reverse (20 pmol/ puL) e 05 pL de sonda (6 pmol/ yL). O
protocolo de amplificac&o iniciou-se com transcricdo reversa a 45°C por 10 minutos,
desnaturacao primaria a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a
94°C por 10 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensédo a 72°C por
10 seg. As reacOes foram realizadas nos termocicladores para PCR em tempo real

QuantStudio 1 e 3, assim como a analise dos dados.

Resultados

Foram identificadas taxonomicamente 18 ordens e 162 espécies do total de
1.138 aves silvestres capturadas, das quais foi possivel realizar a coleta de swabs
mistos. A partir desses dados de identificacéo, procedeu-se a classificacado do status
de ocorréncia no Brasil, conforme descrito por Pacheco et al. (2021). Alcangou-se um
total de 916 aves residentes/migratorias com evidéncias reprodutivas no pais. Aves
enquadradas nessa categoria realizam movimentos migratorios dentro do territorio
nacional. Sessenta e seis individuos foram identificados como visitantes nao
reprodutivos oriundos do Norte (VI (N)), regido Neartica, Caribe ou extremo norte da
América do Sul, seis (6) como visitantes nao reprodutivos oriundos de areas a oeste
do territorio brasileiro (VI (W)) e apenas uma (1) ave visitante ndo reprodutiva oriunda
de areas ao sul do Brasil (VI(S)), como Uruguai ou Chile (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo taxonémica em ordem das 1.138 aves silvestres amostradas nos anos de 2021
— 2023 e padréo de ocorréncia no Brasil de acordo com Pacheco et al. (2021).

Ordem N° de individuos Status de ocorréncia no Brasil
Residente/Migratoria®®  VI(N)  VI(W)  VI(S)

Accipitriformes 11 9 2 - -
Anseriformes 151 151 - - -
Caprimulgiformes 6 8 - - -
Ciconiiformes 2 2 - - -
Charadriiformes 248 111 64 - -
Columbiformes 90 80 - - -
Coraciiformes 8 8 - - -
Cuculiformes 5 5 - - -
Eurypygiformes 1 1 - - -
Galbuliformes 9 9 - - -
Gruiformes 4 4 - - -
Passeriformes 575 502 - 6 1
Pelecaniformes 7 7 - - -
Piciformes 13 12 - - R
Psittaciformes 3 2 - - -
Strigiformes 2 2 - - -
Suliformes 1 1 - - -
Trogoniformes 2 2 - - -
Total 1.138 916 66 6 1

BR: Residente ou migrante reprodutivo (com evidéncias de reproducéo no pais disponivel).

VI (N): Visitante sazonal nao reprodutivo, oriundo do Norte (Regido Neartica, Caribe ou extremo norte
da América do Sul).

VI (W): Areas a oeste do territdrio brasileiro (Peru, Bolivia; Paraguai e Argentina (sudoeste).

VI (S): Areas ao sul do territorio brasileiro (Uruguai e Chile)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Ao total, foram capturadas 73 aves migratorios intercontinentais. Dessas, 64
pertenciam & ordem Charadriiformes, 07 Passeriformes, e apenas 02 da ordem
Accipitriformes. De acordo com os dados de registros ornitologicos brasileiros, 68 das
73 espécies de aves migratdrias possuem registro de ocorréncia em todos os biomas
brasileiros, podendo ser encontrados em praticamente todos os estados do Pais
(Tabela 2) (WikiAves — A Enciclopédia de Aves do Brasil).

88



Tabela 2. Aves migratdrias intercontinentais e registro de ocorréncia no Brasil.

NUmero Registro de
Ordem Espécie de Rotas migratoérias ocorrénciano
individuos Brasil
Oceano Atlantico;
Charadriiformes Actitis macularius? 1 Amazobnia Todos os biomas
central/Pantanal
Charadriiformes Calidris fuscicollis? 5 Oceano Atlantico Todos os biomas
Charadriiformes Calidris melanotos? 24 ~ cha'f‘o. . Todos os biomas
Atlantico/Mississipi
Oceano
Passeriformes Elaenia chilensis? 1 Atlantico/Encosta leste  Todos os biomas
dos Andes
Rota migratéria ndo Amazonia,
Passeriformes Inezia inornata? 5 de%inida* Cerrado, Pampa,
Pantanal
. . . Oceano
1
Accipitriformes Pandion haliaetus 2 Atlantico/Amazonia Todos os biomas
central
Passeriformes Serpo.phag? 1 Rota m'gr‘f"toi'f nao Todos os biomas
subcristata definida
Charadriiformes Tringa flavipes? 13 Oceano Atlantico Todos os biomas
Oceano Atlantico;
Charadriiformes  Tringa melanoleuca! 3 Amazébnia Todos os biomas
central/Pantanal
Charadriiformes Tringa solitaria® 18 Oceano Todos os biomas

Atlantico/Mississipi

VI (N): Visitante sazonal néo reprodutivo, oriundo do Norte (Regido Neartica, Caribe ou extremo norte
da América do Sul).

2v| (W): Areas a oeste do territério brasileiro (Peru, Bolivia; Paraguai e Argentina (sudoeste).

3VI (S): Areas ao sul do territorio brasileiro (Uruguai e Chile)

Fonte: Elaborada pela autora, de acordo com informacdes obtidas em:*Somenzari et al. (2018); Serrano
(2010); ** Nunes e Tomas (2008) e Wiki Aves.

Todas as 1.138 amostras de swabs mistos avaliadas por ensaios TagMan RT
— gPCR foram negativas para o virus da doenca de Newcastle, e 1.137 amostras
também apresentaram resultado negativo para o virus influenza A. Obteve-se
resultado positivo para Alphainfluenzavirus em uma amostra proveniente de uma ave
limicola da ordem Charadriiformes, espécie Charadrius collaris e popularmente
conhecida como batuira-de-coleira (amostra MT 1403). Durante a triagem para
identificacdo do espécime, foi possivel obter alguns dados, como peso (29 gramas),
idade (adulto), e o sexo ndo pode ser definido devido & espécie ndo apresentar
dimorfismo sexual na plumagem. A ave também ndo apresentava sinal clinico no
momento da coleta. A captura dessa ave foi realizada pelo método de busca ativa no

dia 24 de agosto de 2023, na Baia de Chacororé, localizada no municipio de Barao

89



de Melgaco (MT).

A reacdao foi realizada em material extraido a partir de swab misto e apresentou
Ct (Cycle thershold) no valor de 30 (Figura 5). De acordo com Spackman (2020),
amostras com pico de amplificacdo menor que 40 devem ser consideradas positivas.
Frente a esse resultado, optou-se por submeter amostras individuais de swab oral e
cloacal dessa ave a extracdo de material genémico, como descrito anteriormente.
ApoOs a extracdo, ambas amostras foram submetidas a reacdo de RT-gPCR seguindo
0 mesmo protocolo utilizado para as amostras de swabs mistos. A partir do swab oral,
a amplificacao foi detectada no Ct de valor 26 (Figura 6). J& a amostra de swab cloacal
apresentou aumento na curva de amplificacdo, mas que ndo alcancou o limiar do Ct
(Figura 7).

Figura 5. Curva de amplificacdo da amostra positiva para o virus influenza A na
técnica de RT-gPCR.
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Figura 6. Curva de amplificacdo da amostra de swab cloacal para o virus Influenza
A, na técnica de RT-qPCR.
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Fonte: Arquivo pessoal da autora (2023).

Figura 7. Curva de amplificacdo da amostra de swab oral para o virus Influenza A,
na técnica de RT-qPCR.
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A amostra positiva foi submetida novamente a técnica de RT-gPCR em um
segundo laboratério (ICB-UCP) seguindo o protocolo de amplificacdo descrito por
Spackman et al. (2002), onde também testou positiva para virus influenza A.
Posteriormente, foi realizada uma amplificacdo multi-gendmica de RT-PCR
convencional, segundo Zhou et al. (2009), e a amostra apresentou amplificacdo de
diferentes segmentos (Figura 8), muitos deles de peso molecular inespecifico. Os
produtos amplificados foram submetidos ao sequenciamento genémico por meio da
plataforma MinlON-NSG, contudo, ndo foi possivel a determinacdo genbémica do

Alphainfluenzavirus por este ensaio.

Figura 8. Eletroforese da amostra positiva na RT-qPCR para virus
influenza A (destacada em vermelho).

Fonte: Jansen de Aradjo, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&do Paulo/USP (2024).

DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel capturar 73 aves migratorias no pantanal do
estado de Mato Grosso. Embora corresponda a aproximadamente 6% (73/1.138) do
total de aves capturadas, do ponto de vista epidemioldgico, a presenca desses
espécimes em territério brasileiro € significativamente importante, dado que as aves

silvestres migratorias compreendem as principais transportadoras bioldgicas dos AlVs
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e NDVs em escala global, inclusive para regiées onde a circulagdo viral € incomum
(BLAGODATSKI et al., 2021; ULRAHMAN et al., 2021).

Dos 1.138 swabs mistos avaliados, todos apresentaram resultado negativo na
técnica molecular de RT-gPCR para o virus da doenca de Newcastle. Este resultado
estd em conformidade com estudos realizados no Pantanal mato-grossense por
Bourscheid et al. (2020) e por Pinto et al. (2016) em aves domésticas e aves silvestres,
respectivamente, nos quais também néo foram encontradas evidencias da circulagao
do NDV pela técnica de RT-gPCR no estado de Mato Grosso.

Em relacdo ao virus influenza A, do total de 1.138 amostras, uma (MT 1403)
apresentou resultado positivo em amostras de swab misto (orotraqueal + cloacal) e
swab oral pelo método Tagman de Transcri¢cao reversa seguida de Rea¢cdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-gPCR). A amostra de swab cloacal, por outro lado,
nao alcancou o limiar do Ct, e por isso, foi considerada ndo detectada. Este resultado
sugere que no momento da captura desta ave a replicacdo viral ocorria apenas no
sistema respiratério, com auséncia ou eliminacdo ndo detectavel de
Alphainfluenzavirus por via fecal. H& pouco conhecimento sobre as taxas de
replicagao dos subtipos virais de AlV’s em 6rgaos de aves silvestres. No entanto, €
conhecido que a distribuicdo de receptores de &cido sialico (AS) varia
consideravelmente entre as diferentes espécies, o que influencia diretamente o local
preferencial de replicacdo viral e a taxa de eliminagéo do virus, seja por via respiratoria
ou gastrointestinal (ZHAO; PU, 2022; CRIADO et al., 2021). Corroborando com nosso
trabalho, outros estudos também demonstram que em algumas espécies aviarias
como galinhas (Gallus gallus), patos tufados (Aythya fuligula) e patos mergulhadores
(Mergus octosetaceus), a replicacdo viral é principalmente observada no sistema
respiratorio superior, mostrando taxas de deteccdo superior em compara¢do com a
via fecal (NILSSON et al., 2023; VAN DEN BRAND et al., 2018). Além disso, de acordo
com Kuchipudi et al. (2021) as aves da ordem Charadriiformes apresentam
abundancia de receptores AS a2,6-Galactose e AS a2,3-Galactose no epitélio do trato
respiratério, o que justifica a deteccao viral positiva de amostras da regido orotraqueal
nesse estudo.

A amplificacdo dos segmentos do genoma da reacdo endpoint PCR né&o
produziu amplificacdo desejada para o sequenciamento genémico, por isso, nao foi
possivel determinar o subtipo envolvido na deteccdo. Esses resultados divergentes

podem ser atribuidos a trés fatores ou nas suas combinacdes. Primeiro, a quantidade
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insuficiente de RNA viral presente na amostra para a amplificagdo dos segmentos
gendmicos, o que justifica sua deteccdo apenas pelo método de RT-gPCR,
reconhecido por apresentar maior sensibilidade na deteccdo de baixos numeros de
copias de DNA/cDNA em comparagdo ao método convencional (CROVILLE et al.,
2018; ARTIKA et al., 2022). Segundo, a degradacao do RNA viral durante o transporte
da amostra do estado de Mato Grosso para o estado de Sdo Paulo, onde foram
realizadas as técnicas de endpoint PCR e sequenciamento genético. Sabe-se que ha
maior suscetibilidade do acido ribonucleico & degradacéo quimica e/ou fisica quando
comparado ao acido desoxirribonucleico. Considerando que a amostra foi
transportada por um servico de encomenda expressa e, embora tenha sido
armazenada corretamente para o deslocamento, entende-se que ficou suscetivel &
variagbes de pH e temperatura. A alteracdo constante desses fatores influencia
diretamente na degradacdo do material genético (BEGUM; JABEEN; RIZVI, 2023;
CHHEDA et al., 2023). Terceiro, a presenca de sequéncias hospedeiras e bacterianas
abundantes pode interferir na deteccdo do material genético-alvo quando este esta
em baixas quantidades na amostra submetida ao sequenciamento GNS
(GORAICHUK et al., 2024). Ainda em relacdo ao NGS, de acordo com IP et al. (2023),
o dispositivo utilizado para o sequenciamento nessa pesquisa (Minlon da Oxford
Nanopore Technology) produz maiores taxas de erros e menor sensibilidade quando
comparados a outros sistemas de sequenciamento de nova geragao.

A captura de aves migratorias da ordem Charadriiformes foi predominante
(64/73), seguido de Passeriformes (7/73) e por ultimo Acciptriformes (2/73). De acordo
com o0s registros ornitologicos essas espécies identificadas podem ser encontradas
em todos os biomas brasileiros, o que aumenta significativamente a chance de
disperséo viral entre diferentes regides do pais (Pacheco et al., 2021; Wiki Aves). De
acordo com o MAPA (2023) jA somam um total de 148 surtos de HPAI (H5N1)
notificados no Brasil, onde as infec¢des predominam nas espécies aqudaticas limicolas
Trinta-réis-de-bando (Thalasseus acuflavidus) e Trinta-réis-real (Thalasseus
maximus), também pertencentes & ordem Charadriiformes.

O material bioldgico de onde detectou-se a presenca do virus influenza A
pertence a uma ave residente limicola da espécie Charadrius collaris, capturada na
Baia de Chacororé um dos maiores corpos hidricos (lagoas) do Pantanal
matogrossense, localizado no municipio de Bardo de Melgaco. As baias que compde

a planicie inundavel do Pantanal sdo importantes regides de escala para aves
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migratérias, e a obtencdo desse resultado confirma o que ja levantado por Araujo et
al. (2018) e BOURSCHEID et al. (2020) sobre a extrema importancia no estudo de
patégenos virais em regifes proximas a grandes planicies alagadas.

As aves residentes/migratérias (nacionais ou regionais) compreenderam o
maior numero de individuos capturados, predominando aves pertencentes a ordem
Passeriformes (502/916). Apesar dessas aves nao estarem diretamente relacionadas
com a propagacdo dos virus HPAI e o Virus da Doenca de Newcastle, o
monitoramento de campo nessas populacdes se faz tdo importante quanto a avaliacao
das aves com habitos migratérios, levando em consideracdo que a principal via de
transmissdo de ambos agentes é a fecal-oral, e a contaminacdo ambiental com
excrementos fecais de espécimes aquaticos € um potencial risco de contaminagao
para as aves residentes, principalmente as que habitam regides proximas a rios e
corpos d’agua. Vale ressaltar que esses virus sdo capazes de resistir por um periodo
prolongado em areas Umidas e matéria organica (RAHMAN; HABIB; SHABBIR, 2018;
BLAGODATSKI et al., 2021).

A deteccéo do virus Influenza A na espécie residente Charadrius collaris nesse
estudo ressalta a importancia da realizacdo de ensaios epidemiolégicos no Pantanal
mato-grossense e destaca a necessidade de uma compreensdo mais aprofundada
sobre o comportamento e ecologia da avifauna nacional. E essencial direcionar mais
pesquisas para entender como esta espécie e outras aves residentes contribuem com
a circulacdo de virus influenza A no estado de Mato Grosso, bem como o nivel de
interacdo delas com a fauna doméstica e a espécie humana, especialmente frente a

epidemia global de HPAI (H5N1) enfrentada no momento.

CONCLUSAO

Conclui-se no presente estudo que ndo ha atividade do virus da doenca de Newcastle
nas aves silvestres da regiao do pantanal mato-grossense e entorno. A deteccdo de um virus
Influenza A por meio do método de RT-gPCR em uma ave residente da espécie Charadrius
collaris no estado de Mato Grosso é um achado significativo e inusitado que destaca a
importancia de investigacbes epidemioldgicas nas regides de Baias do Pantanal mato-
grossense. Ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas quanto ao papel especifico dessa
espécie na circulacédo viral nessas areas.

E crucial direcionar novos estudos para mais investigacdes de patdgenos virais

emergentes e reemergentes na avifauna nacional. Essas pesquisas sao essenciais para
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avaliar o risco epidemioldgico nas interfaces de transbordamento entre a vida selvagem,
pecuaria e humana. Ao entendermos mais sobre a ecologia e o comportamento das aves,
bem como sobra a dindmica da transmissao viral, é possivel desenvolver estratégias mais
eficazes para a prevencéo e o controle de doencas infecciosas que possam afetar tanto a

saude animal quanto a saude publica.
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