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RESUMO 

 

 

REISCHAK, D. Vírus da influenza aviária : monitoramento em aves de subsistência 
criadas no entorno de sítios de aves migratórias no Brasil. [Avian influenza virus: 
monitoring in backyard poultry raised in the vicinity of concentration areas of 
migratory birds in Brazil]. 2016. 137 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

A influenza aviária é uma enfermidade viral causada por vírus influenza A que 

acomete várias espécies de aves. No Brasil, a influenza aviária é considerada uma 

doença exótica, uma vez que os subtipos H5 e H7 nunca foram detectados. O 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento realiza vigilância permanente 

para esta enfermidade nos plantéis comerciais de produção avícola e também em 

aves de subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias com o intuito 

de detectar precocemente a introdução dos subtipos H5 e H7 no país. No entanto, 

se desconhece a situação sanitária das aves de subsistência no que se refere à 

infecção por outros subtipos do vírus da influenza aviária. Considerando a 

importância deste tipo de criação como fonte de alimentos e de rendimentos em 

comunidades de baixa renda e o risco que provavelmente representa para a 

introdução da influenza aviária no Brasil, o objetivo deste trabalho foi monitorar as 

criações de aves de subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias no 

período de 2011 a 2015, a fim de verificar a circulação de todos os subtipos do vírus 

da influenza aviária (AIV). Foram colhidas amostras de soro e suabes de traqueia e 

cloaca de 2816 aves criadas em onze diferentes sítios de aves migratórias 

localizados em sete estados brasileiros, totalizando 391 explorações de fundo de 

quintal amostradas. As amostras de soro (n = 2716) foram submetidas a triagem 

para pesquisa de anticorpos para a proteína NP do influenza A utilizando-se um kit 

comercial de ELISA competitivo, com posterior subtipificação das amostras positivas 

pela técnica de inibição da hemaglutinação para os dezesseis subtipos do vírus 

influenza A. Os suabes de cloaca e traqueia foram submetidos à prova de PCR em 

tempo real para detecção do RNA do vírus influenza A. Não foram detectados 

anticorpos para os subtipos H5 e H7 do AIV, mas anticorpos para os subtipos H1, 

H3, H4, H6, H8, H9, H10, H12, H13 e H16 foram identificados em aves oriundas de 

nove dos onze sítios. O RNA do AIV foi detectado em apenas três amostras 



 

pertencentes a uma mesma propriedade e nenhum vírus hemaglutinante foi isolado 

a partir deste material. Os resultados obtidos permitem concluir que os vírus de 

influenza aviária de baixa patogenicidade circulam em aves de subsistência criadas 

no entorno de sítios de aves migratórias no Brasil e alertam para a importância da 

ampliação da vigilância ativa nesta população. 

 

 

Palavras-chave: Influenza aviária. Monitoramento. Aves de subsistência. Sítios de 

aves migratórias. Brasil. 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

REISCHAK, D. Avian influenza virus : monitoring in backyard poultry raised in the 
vicinity of concentration areas of migratory birds in Brazil. [Vírus da influenza aviária: 
monitoramento em aves de subsistência criadas no entorno de sítios de aves 
migratórias no Brasil]. 2016. 137 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Avian influenza is a viral disease caused by an influenza A virus and affects various 

avian species. Avian influenza is considered an exotic disease in Brazil, since H5 

and H7 notifiable subtypes have never been detected. The Ministry of Agriculture, 

Livestock and Food Supply carries out permanent surveillance for avian influenza in 

commercial poultry production flocks and also in backyard poultry raised in the 

vicinity of concentration areas of migratory birds with the purpose of detecting the 

early introduction of H5 and H7 subtypes in the country. However, the health status 

of backyard poultry in relation to infection by other avian influenza subtypes is 

unknown. Considering the importance of this kind of family production system as a 

source of food and revenue for low-income communities and the risk it probably 

represents for the introduction of avian influenza in Brazil, the aim of this work was 

monitoring backyard poultry raised in the vicinity of concentration areas of migratory 

birds from 2011 to 2015 to verify the circulation of all avian influenza virus (AIV) 

subtypes. Serum samples and cloacal and tracheal swabs were sampled from 2816 

birds raised in eleven migratory birds concentration areas located in seven Brazilian 

states, totaling 391 backyard poultry flocks harvested. Serum samples (n = 2716) 

were screened using a commercial competitive ELISA kit to detect specific antibodies 

for the NP protein of the influenza A virus and afterwards the positive samples were 

subtyped through inhibition hemagglutination assay for the sixteen subtypes of 

influenza A viruses. Cloacal and tracheal swabs were tested by real-time PCR for 

detection of the influenza A virus RNA. No antibodies for H5 and H7 subtypes were 

detected, but antibodies for subtypes H1, H3, H4, H6, H8, H9, H10, H12, H13 e H16 

have been identified in birds from nine out of eleven areas. The influenza A virus 

RNA was detected only in three samples from one flock and no hemagglutinating 

viruses were isolated from these specimens. Results obtained in this work suggest 

that low pathogenic avian influenza viruses are circulating in backyard poultry flocks 



 

raised in concentration areas of migratory birds in Brazil and alert to the importance 

of the expansion of active surveillance in this population.   

 

Keywords: Avian influenza. Monitoring. Backyard poultry. Migratory birds areas. 

Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A influenza aviária é uma enfermidade viral causada por um vírus influenza A 

que acomete várias espécies de aves e que é denominado popularmente de vírus da 

influenza aviária (AIV). Os vírus influenza A são classificados em subtipos de acordo 

com as características antigênicas das proteínas de superfície hemaglutinina (HA) e 

neuraminidase (NA). São reconhecidos 16 subtipos de HA e nove subtipos de NA e 

a maioria das combinações possíveis já foi isolada de várias espécies de aves. Os 

vírus influenza A que infectam aves domésticas podem ser divididos em vírus de alta 

patogenicidade e vírus de baixa patogenicidade de acordo com a habilidade que 

possuem em causar doença, sendo que, até o momento, a influenza aviária de alta 

patogenicidade está associada apenas aos subtipos H5 e H7 do AIV. 

 O Brasil possui, atualmente, um papel de destaque na cadeia de produção 

avícola. No ano de 2015, segundo dados da Associação Brasileira de Proteína 

Animal (ABPA), o Brasil foi o segundo maior produtor de carne de frango do mundo 

e o líder mundial em exportações deste produto (ABPA, 2016). O êxito da produção 

deve-se não só a fatores como mão-de-obra barata, altos investimentos em 

melhoramento genético, condições climáticas favoráveis e abundância em grãos, 

mas também ao estado sanitário do plantel avícola nacional. 

A Portaria Ministerial nº 193 de 19 de setembro de 1994, consolidou e 

estruturou o Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA), do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), considerando a importância da 

produção avícola brasileira no contexto nacional e internacional e a necessidade de 

normatização das ações de acompanhamento sanitário relacionadas ao setor. A 

partir deste momento, ações de vigilância epidemiológica e sanitária passaram a ser 

executadas pelo Serviço Veterinário Oficial (SVO) para o controle e/ou erradicação 

das enfermidades contempladas no PNSA: salmoneloses e micoplasmoses aviárias, 

doença de Newcastle (Newcastle disease - ND) e influenza aviária (Avian influenza - 

AI).  

A partir da publicação da Instrução Normativa SDA nº 32, de 13 de maio de 

2002, que aprovou as normas técnicas de vigilância para doença de Newcastle e 
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influenza aviária, e de controle e erradicação para a doença de Newcastle, o MAPA 

iniciou um Programa de Vigilância Ativa que foi executado em duas fases. Ao final 

da primeira fase, realizada em plantéis avícolas de áreas produtoras de frangos de 

corte, foi publicada a Instrução Normativa nº 11, de 1º de setembro de 2003, 

declarando os plantéis avícolas industriais dos estados do Rio Grande do Sul, Santa 

Catarina, Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato 

Grosso e do Distrito Federal livres da doença de Newcastle (ORSI et al., 2010).  

Na segunda fase do programa de vigilância, executada entre 2006 e 2007, 

três distintas populações foram estudadas: aves comerciais de corte de criação 

intensiva, aves de reprodução e aves migratórias e de subsistência. Não houve 

identificação de resposta sorológica ou isolamento de vírus da influenza aviária 

(Avian Influenza Virus - AIV) nas duas primeiras populações. No entanto, foram 

isolados vírus de influenza do subtipo H3 a partir de aves migratórias capturadas nos 

estados de Pará e Pernambuco. Também foram identificados AIV dos subtipos H2, 

H3 e H4 em aves de subsistência oriundas de propriedades localizadas no 

Amazonas, Pará, Pernambuco, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Segundo Mota 

et al. (2013), os resultados observados sugerem risco sanitário para influenza aviária 

de baixa patogenicidade associado às populações de aves silvestres e de 

subsistência localizadas em áreas próximas ao sistema comercial. 

Apesar dos relatos mencionados acima, a influenza aviária é considerada 

uma enfermidade exótica no Brasil, já que não existem evidências, até o momento, 

da detecção da influenza aviária de alta patogenicidade (Highly Pathogenic Avian 

Influenza - HPAI) em território nacional. 

Ao contrário da avicultura comercial, a avicultura denominada de subsistência 

se realiza no meio rural e em áreas marginais (JIMENEZ, 2007) e é uma atividade 

pecuária que aproveita ao máximo a mão de obra familiar. 

De acordo com Guèye (2005), a avicultura de subsistência, também 

denominada de avicultura familiar, é praticada por diferentes grupos étnicos e as 

aves são mantidas por diversas razões, já que sua criação possui uma importância 

simbólica dentro do contexto de muitas atividades sociais, culturais e religiosas. 

Segundo IQBAL (2009) nos países em desenvolvimento a criação de aves de 

fundo de quintal não é apenas um passatempo. A criação destas aves contribui para 
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a captação de renda e para a subsistência de muitas famílias rurais. Devido ao baixo 

custo e ao retorno rápido, quase todas as famílias mantêm um pequeno plantel 

avícola que é, usualmente, mantido por mulheres e por crianças. Aves de fundo de 

quintal contribuem com carne e ovos e, em períodos de dificuldade, podem significar 

a diferença entre a vida e a morte. Atualmente, no entanto, esta equação vida e 

morte tem uma variável adicional: o risco de infecção humana por vírus de influenza 

de origem aviária, particularmente com o subtipo H5N1 (PEIRIS; DE JONG; GUAN, 

2007). A maioria dos criadores de aves de fundo de quintal podem desconhecer 

medidas básicas de biosseguridade e o risco que algumas enfermidades animais 

podem representar para os humanos. Aves doentes podem ser manuseadas, 

vendidas, abatidas e consumidas sem que seja levada em consideração que a 

infecção que fez a ave adoecer pode, potencialmente, também ser letal para o 

homem. 

O contato estreito entre aves de subsistência e aves migratórias ou silvestres, 

especialmente aves aquáticas, assim como com aves de produção localizadas em 

propriedades vizinhas, pode resultar na transmissão de inúmeros agentes 

infecciosos (HADIPOUR, 2010), como o AIV, mas pouco se conhece sobre a 

situação sanitária das criações de subsistência.  

Além disso, aves de subsistência que possuam contato estreito com aves 

migratórias ou silvestres, podem ter um importante papel na transmissão e 

amplificação da virulência do AIV a campo, já que permitem a sobrevivência do vírus 

no ambiente e podem contribuir para a difusão deste aos plantéis comerciais  

(HADIPOUR; HABIBI; VOSOUGUI, 2011).  

Apesar da vigilância epidemiológica e sanitária para influenza aviária 

realizada pelo MAPA, se desconhece no País a situação sanitária das aves de 

subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias no que se refere à 

infecção pelos diferentes subtipos do vírus da influenza aviária, uma vez que as 

análises de rotina são centradas, principalmente, na detecção dos subtipos H5 e H7 

do AIV. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 INFLUENZA AVIÁRIA 

 

 

2.1.1 Etiologia 

 

 

 A influenza aviária é causada por vírus pertencentes à família 

Orthomyxoviridae e ao gênero influenzavirus A (ICTV, 2015).  Estes vírus são 

envelopados e possuem RNA de fita simples segmentado e de sentido negativo. O 

grupo inclui três tipos de vírus influenza: A, B e C. Os tipos B e C infectam apenas 

humanos, mas o tipo A infecta humanos, equinos, suínos, outros mamíferos e uma 

variedade de aves domésticas e selvagens. No entanto, as aves aquáticas 

selvagens, gaivotas e outras aves marinhas são consideradas hospedeiros naturais 

do vírus (WEBSTER et al., 1992). 

 Os vírus influenza A possuem de 80 a 120 nm, são pleomórficos e a 

partícula viral consiste de um envelope constituído de uma bicamada lipídica 

derivada da célula do hospedeiro no qual as glicoproteínas codificadas pelo vírus, 

hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA) e M2, estão incorporadas (WEBSTER et 

al., 1992). O genoma dos vírus influenza A consiste de oito segmentos de RNA de 

fita simples e polaridade negativa, sendo que cada segmento está associado a 

múltiplas cópias de nucleoproteína (NP) e à polimerase viral (constituída de PB1, 

PB2 e PA), formando o complexo ribonucleoproteína (RNP) que, por sua vez, se 

encontra circundado por uma camada de proteína matriz (ZHENG; TAO, 2013).  

Os influenzavírus A são subdivididos em subtipos de acordo com as relações 

antigênicas das glicoproteínas de superfície, HA e NA. Até o momento, 16 subtipos 

de HA e nove subtipos de NA foram relatados, sendo que dois novos subtipos de HA 

(H17 e H18) e um novo subtipo de NA (N10) foram propostos após detecção em 

morcegos na Guatemala (TONG et al., 2012; ZHU et al., 2012; TONG et al., 2013). 
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Cada vírus possui um tipo de HA e um tipo de NA, em qualquer combinação 

(CATTOLI; MONNE, 2009). 

 

Figura 1 - Representação esquemática da partícula viral do influenzavírus A 

 
 Fonte: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/6.html, adaptação de Reischak (2016) 
 

Os oito segmentos genômicos dos vírus influenza A codificam para nove 

proteínas estruturais (PB1, PB1-F2, PB2, PA, HA, NA, NP, M1 e M2) e duas 

proteínas não estruturais (NS1 e NS2). Estes segmentos genômicos se encontram 

contidos dentro do capsídeo viral composto de nucleoproteína (NP) helicoidalmente 

organizada  (KAPOOR; DHAMA, 2014). A matriz composta por proteína M1 é 

interceptada por canais de íons constituídos de proteína M2 e encontra-se na parte 

interna do envelope viral. A proteína HA tem como função a hemaglutinação e a 

aderência do vírus à célula do hospedeiro. A proteína NA possui atividade 

enzimática, auxiliando na liberação dos virions das células devido a sua ação sobre 

os receptores de ácido siálico. As proteínas PB1, PB2 e PA são componentes da 

RNA polimerase viral e são responsáveis pela replicação e transcrição do RNA. 

 Os vírus influenza A possuem dois mecanismos primários que propiciam 

diversidade na população viral: uma alta taxa de mutação, por falta de mecanismos 

de reparo da RNA polimerase, e a habilidade em rearranjar segmentos de genes. 

Hemaglutinina (HA) 
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Neuraminidase (NA) 

Complexo polimerase (PA, PB1, PB2) 
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Ambos mecanismos propiciam ao vírus uma oportunidade de rapidamente mutar e 

se adaptar, contribuindo para sua habilidade em estabelecer infecções em novos 

hospedeiros (SUAREZ, 2008). 

 A gradual variação antigênica por aquisição de pontos de mutação ao longo 

do tempo é chamada de drift antigênico, mecanismo este comumente associado às 

epidemias anuais de influenza. Já o shift antigênico é uma mudança abrupta que 

ocorre pelo intercâmbio (rearranjo) de genes entre diferentes subtipos virais. Neste 

caso, um vírus influenza A adquire segmentos de HA e/ou de NA de um vírus 

pertencente a outro subtipo, levando a uma mudança completa na estrutura 

antigênica e emergência de novos subtipos virais (ABDELWHAB; VEITS; 

METTENLEITER, 2013).  

A proteína HA dos vírus HPAI pode ser clivada por proteases endógenas 

encontradas em células de vários sistêmicas orgânicos, enquanto a HA dos vírus de 

baixa patogenicidade podem ser clivadas apenas por enzimas tripsina-like que são 

primariamente encontradas nos tratos entérico e respiratório (SWAYNE; PANTIN-

JACKWOOD, 2008). 

As alterações de patogenicidade nos vírus influenza A que acometem aves 

estão associadas a mudanças no sítio de clivagem proteolítico da hemaglutinina, 

incluindo: 1) substituições de aminoácidos não-básicos por básicos (arginina e 

lisina); 2) inserções de múltiplos aminoácidos básicos de códons duplicados do sítio 

de clivagem da hemaglutinina; 3) pequenos insertos de aminoácidos básicos e não-

básicos de origem desconhecida; 4) recombinação com insertos de outros 

segmentos de genes que alongam o sítio de clivagem proteolítica; e 5) perda do 

ponto de glicosilação protetora no resíduo 13 em combinação com múltiplos 

aminoácidos básicos no sítio de clivagem (OIE, 2015).  

 Segundo o Código Sanitário para Animais Terrestres da Organização 

Mundial de Saúde Animal (2016), a influenza aviária é definida como uma infecção 

de aves domésticas causada por qualquer vírus influenza A dos subtipos H5 e H7 ou 

por qualquer vírus influenza A com um índice de patogenicidade intravenosa (IVPI) 

maior do que 1.2. Portanto, o termo geral “influenza aviária de alta patogenicidade 

(HPAI)” e o termo histórico “peste aviária” referem-se a infecções com amostras 

altamente patogênicas de vírus influenza A, sendo necessário avaliar a 
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patogenicidade dos isolados virais para aves domésticas. Embora, até o presente 

momento, todas as amostras virais isoladas de casos naturais de HPAI sejam dos 

subtipos H5 ou H7, a maioria desses dois subtipos virais isolados a campo tem sido 

caracterizada como de influenza aviária de baixa patogenicidade (OIE, 2015). 

 A influenza aviária é uma enfermidade notificável, sendo que quaisquer 

casos de alta patogenicidade em quaisquer espécies de aves, incluindo as 

silvestres, devem ser notificados à OIE. Infecções por vírus de baixa patogenicidade 

não-H5 e não-H7 não são definidos como influenza aviária e, portanto, não são 

notificáveis (OIE, 2015). 

 No Brasil, a influenza aviária está contemplada na Instrução Normativa n° 

50 de 24 de setembro de 2013, constando na lista de doenças nunca registradas no 

país e que requerem notificação imediata, no prazo máximo de 24 horas de seu 

conhecimento, de qualquer caso suspeito ou diagnóstico laboratorial. 

 De acordo com a Instrução Normativa n° 32 de 13/05/2002, o diagnóstico 

laboratorial da influenza aviária no Brasil só pode ser realizado pelos laboratórios 

oficiais ou por laboratórios credenciados pelo MAPA para este fim, sendo que os 

resultados devem ser confirmados pelo laboratório nacional de referência (Lanagro-

SP).  

 

 

2.1.2 Epidemiologia 

 

 

As aves aquáticas, principalmente aquelas pertencentes às ordens 

Anseriformes (patos, gansos e cisnes) e Charadriiformes (maçaricos, gaivotas e 

andorinhas) são reconhecidas como reservatórios naturais dos vírus influenza A 

(WEBSTER et al., 1992; OLSEN et al., 2006). 

A diversidade de espécies nestas ordens é grande e a distribuição de casos 

relatados de influenza aviária dentro destes grupos está associado com famílias 

específicas e, em alguns casos, com indivíduos de uma determinada espécie. 

Dentre os Anseriformes, muitos isolamentos de AIV foram relatados de membros da 

subfamília Anatinae (patos nadadores e mergulhadores), sendo que a quantidade de 
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relatos é maior em patos-reais (Anas platyrhynchos) do que em qualquer outra 

espécie. Dentre os Charadriiformes, o AIV foi isolado de três diferentes famílias, mas 

muitos isolamentos estão associados a espécies das famílias Scolopacidae 

(maçaricos e vira-pedras) e Laridae (gaivotas e andorinhas-do-mar) 

(STALLKNECHT; BROWN, 2008).  

O padrão de infecção por influenza em Charadriiformes difere levemente 

daquele encontrado em Anseriformes. Os subtipos H13 e H16 de hemaglutinina, por 

exemplo, foram isolados quase que exclusivamente de Charadriiformes 

(VANDEGRIFT et al., 2010). Outra diferença reside na variação espacial e temporal 

da infecção. Enquanto a prevalência da infecção por AIV nas populações de patos 

da América do Norte atinge seu pico no final do verão e início de outono, com taxas 

que podem ultrapassar 30% nas aves jovens, o pico de prevalência nas aves 

costeiras ocorre na primavera, com um pico menor no outono (KAWAOKA et al., 

1988). Padrão similar foi observado também na Eurásia (OLSEN et al., 2006), 

Supõe-se que a variação sazonal na prevalência da infecção por influenza é 

dada pelo influxo e agregação de aves jovens susceptíveis após o período de 

reprodução e antes ou durante o período de migração e pode também ser 

influenciada pelas condições ambientais que determinam a sobrevivência do vírus 

fora do hospedeiro (STALLKNECHT et al., 1990b) 

Patos selvagens e aves costeiras foram monitorados na América do Norte por 

26 e 16 anos, respectivamente. As amostras das aves costeiras foram obtidas na 

Península de Delmarva, enquanto as amostras de patos selvagens foram colhidas 

em Alberta, Canadá. Nas aves costeiras, uma maior frequência de isolamento do 

AIV foi obtida durante o período de migração ao norte, enquanto para os patos 

selvagens a maior frequência de isolamento se deu durante o período de migração 

para o sul. Além disso, as aves costeiras apresentaram um maior número de 

diferentes combinações HA-NA (26 das 90 encontradas) do que os patos selvagens, 

sugerindo que estas aves sejam a principal fonte de alguns subtipos virais 

detectados com menor frequência em patos selvagens, como é o caso do subtipo 

H5 (KRAUSS et al., 2004). 

Assim, mesmo que as aves marinhas tenham uma menor prevalência de 

infecção por influenza do que os patos durante a migração, o potencial de 
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distribuição global dos vírus e o fluxo de genes virais pode ser afetado pelos 

movimentos destas aves. Ainda que raro, as consequências de uma disseminação 

mediada por aves marinhas podem ser importantes, pois estas migram por 

distâncias muito maiores que os anseriformes e conectam várias regiões 

geográficas, coisa que os anseriformes não fazem (VANDEGRIFT et al., 2010). 

O papel das aves canoras e de outras aves silvestres como portadoras do AIV 

foi alvo de estudo realizado nos Estados Unidos por Fuller et al. (2010). Cento e 

cinquenta e duas espécies de passeriformes foram testadas e 22 delas resultaram 

positivas para AIV por PCR em tempo real, sendo a prevalência nestas espécies 

maior do que aquela encontrada em aves pertencentes a outras ordens, como 

Falconiformes e Piciformes. Os resultados encontrados sugerem que as aves 

canoras silvestres constituem um importante hospedeiro natural do vírus influenza A 

nos EUA e, a exemplo das aves domésticas e aquáticas, também deveriam ser 

monitoradas como potenciais vetores a humanos e a outras aves.  

A importância dos passeriformes na ecologia e manutenção dos vírus 

influenza A também já havia sido citada por Nestorowicz et al. (1987) quando um 

vírus H7N7 de alta patogenicidade isolado de um estorninho, após um surto em uma 

propriedade de aves domésticas na Austrália, foi capaz de causar mortalidade em 

galinhas, estorninhos e pardais infectados experimentalmente. 

Os Galiformes, especialmente galinhas e perus, assim como os mamíferos, 

representam hospedeiros anormais do AIV (SUAREZ; SCHULTZ-CHERRY, 2000) 

Ainda não está completamente esclarecido como os vírus influenza A se 

mantém na natureza, mas algumas evidências observadas em patos selvagens 

suportam a existência de um ciclo de manutenção baseado nos efeitos combinados 

da transmissão contínua ave a ave e da persistência ambiental em áreas de 

reprodução e de não reprodução (STALLKNECHT; BROWN, 2008).  

Mudanças ambientais antropogênicas, como desenvolvimento da agricultura, 

uso da terra, globalização e alterações climáticas, estão contribuindo para alterar a 

ecologia e a evolução do vírus da influenza aviária. A crescente diminuição dos 

mananciais de águas superficiais, por exemplo, seja por avanço da agricultura, por 

aumento da evaporação em virtude das alterações climáticas ou por aumento de 

demanda por água potável, poderá diminuir significativamente a disponibilidade 
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global de habitats naturais para as aves aquáticas no futuro. Com isso, aves 

aquáticas precisarão se adaptar a novos habitats, levando a uma maior densidade 

de aves em áreas antes não usuais, estresse e maior proximidade a aves 

domésticas, o que poderá ocasionar um incremento de transmissão da influenza 

entre grupos de aves e um aumento na transmissão entre espécies (VANDEGRIFT 

et al., 2010). 

Além disso, alterações associadas ao clima podem interferir na distribuição, 

composição e comportamento migratório das aves aquáticas, podendo causar 

importantes mudanças na epidemiologia da influenza aviária (VANDEGRIFT et al., 

2010). 

 

 

2.1.3 Resposta imune 

 

 

 A interação entre o vírus da influenza aviária e o sistema imune do hospedeiro 

se inicia com a aderência da proteína HA a resíduos de ácido siálico encontrados 

nas células que revestem a superfície das mucosas. Em aves, os vírus influenza A 

se fixam, preferencialmente, ao ácido siálico ligado à galactose por ligações do tipo 

α-2,3. Esta interação resulta na internalização do vírus e na infecção da célula 

hospedeira (SWAYNE; KAPCZYNSKI, 2008; PILLAI; LEE, 2010). 

 O sistema imune de todos os vertebrados, incluindo as aves, é dividido em 

dois segmentos: imunidade humoral e imunidade celular. Nas aves, a imunidade 

humoral, caracterizada pela secreção de anticorpos pelos linfócitos B, está sob o 

controle da bursa de Fabrícius, enquanto a imunidade celular está sob controle do 

timo, órgão essencial para a maturação dos linfócitos T. Outras células também são 

importantes para a imunidade celular, como macrófagos, células dendríticas, células 

natural killer e células efetoras dependentes de anticorpos (SHARMA, 1991). 

 Três classes de anticorpos foram descritas em aves: IgM, IgA e IgY, sendo 

esta última homóloga à IgG de mamíferos. IgM e IgY podem ser detectadas no soro, 

enquanto IgA é expressa em uma variedade de secreções corporais (SHULTZ; 

MAGOR, 2008).  
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As proteínas de superfície HA, NA e M2 são os únicos antígenos capazes de 

induzir anticorpos neutralizantes e, consequentemente, uma resposta imune 

protetora. Anticorpos para a proteína HA são os principais determinantes para a 

proteção do hospedeiro. Os diferentes subtipos virais induzem a produção de 

anticorpos capazes de neutralizar outros vírus com o mesmo subtipo de HA e NA, 

mas que não neutralizam vírus com subtipos diferentes destas proteínas. Resposta 

humoral também é produzida para as proteínas internas, especialmente para M1 e 

NP. Estas duas proteínas são importantes antígenos quando empregados em testes 

de diagnóstico, uma vez que são altamente conservados e permitem a detecção de 

anticorpos em aves infectadas com qualquer vírus influenza A (SUAREZ; SCHULTZ-

CHERRY, 2000). 

A expressão da proteína NP na superfície das células infectadas por vírus 

influenza A se dá anteriormente à expressão da proteína HA (YEWDELL et al., 1985; 

PROKUDINA; SEMENOVA, 1991). Como resultado, anticorpos para NP podem ser 

detectados antes daqueles dirigidos para HA. Em galinhas experimentalmente 

infectadas com um vírus H5N3, anticorpos para NP foram detectados por ELISA 

competitivo aos sete dias pós-infecção, enquanto resposta positiva à inibição da 

hemaglutinação com antígeno homólogo foi observada apenas 14 dias pós-infecção 

(YANG et al., 2011). Já em patos experimentalmente infectados com diferentes 

subtipos de vírus influenza A anticorpos para NP atingiram seu pico mais 

precocemente (10 dias pós-infecção) do que anticorpos para HA (14-21 dias pós-

infecção), ainda que estes últimos tenham perdurado por mais tempo (MARCHÉ; 

VAN DEN BERG; LAMBRECHT, 2016).  

 

 

2.1.4 Transmissão 

 

 

 A transmissão do AIV de ave a ave é extremamente complexa e depende da 

estirpe viral, da espécie da ave e de fatores ambientais. Duas principais rotas estão 

envolvidas na transmissão do AIV: a transmissão direta e a transmissão via água 

(ALEXANDER, 2007; ROCHE et al., 2009) 
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Em aves selvagens aquáticas, os vírus de baixa patogenicidade infectam, 

principalmente, as células do trato intestinal e são excretados em altas 

concentrações nas fezes. Baseados nos relatos de isolamento de vírus influenza a 

partir de material fecal fresco e de água não concentrada de lagos, Webster et al. 

(1992) indicam que as aves aquáticas possuem uma forma muito eficiente de 

transmissão: via matéria fecal presente na água de superfície. Esse mecanismo 

permite que as aves jovens de uma população se infectem e também que o vírus se 

difunda a outras aves silvestres e domésticas. 

A excreção via trato respiratório também é considerada importante, pelo 

menos para algumas espécies de aves ou algumas estirpes virais, como é o caso do 

H5N1 asiático de alta patogenicidade (CATTOLI; MONNE, 2009). Os autores 

(MUNSTER; FOUCHIER, 2009) também comentam que a transmissão por via 

respiratória pode ser relevante para espécies de aves nas quais a transmissão fecal-

oral seria mais difícil. Sendo assim, diferenças de comportamento entre espécies 

poderiam selecionar vírus que podem alterar a via de transmissão de fecal-oral para 

respiratória. 

Diferenças nos hábitos alimentares e na dieta de algumas espécies e famílias 

de aves podem também contribuir para a eficiência de transmissão do vírus. 

Enquanto patos se alimentam em águas de superfície, gansos e algumas espécies 

de cisnes buscam alimento em pastos e campos agrícolas. Esse hábito diferenciado 

poderia levar a uma forma potencialmente menos eficiente de transmissão nestas 

espécies, explicando uma menor prevalência e menor diversidade de subtipos 

detectados em gansos, por exemplo (MUNSTER; FOUCHIER, 2009). 

 

 

2.1.5  Persistência ambiental 

 

 

Várias possibilidades foram sugeridas por Webster et al. (1992) para a 

perpetuação dos vírus influenza em populações de aves aquáticas no mundo: a 

circulação contínua em espécies de aves aquáticas, a circulação entre diferentes 
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espécies de aves, a persistência do vírus na água ou no gelo, a persistência em 

animais individuais e a circulação contínua em regiões subtropicais e tropicais. 

A transmissão e persistência do AIV entre espécies selvagens permanece um 

assunto não resolvido, uma vez que depende tanto da ecologia do hospedeiro 

(densidade da população, migração), como do ambiente (persistência na água). 

Roche et al. (2009) desenvolveram um modelo matemático que leva em 

consideração tanto a epidemiologia do AIV quanto a dinâmica da população de 

aves. Os resultados sugerem que os padrões de transmissão são densidade-

dependentes e envolvem também a transmissão pela água, sendo essa última a 

principal determinante da dinâmica da doença. Tais resultados ressaltam a 

importância da persistência das partículas virais na água na dinâmica da infecção 

pelo AIV em aves selvagens. 

 A persistência do AIV na água e sua importância para a manutenção do 

agente na população de aves aquáticas foi estudada por Stallknecht et al. (1990b). 

Cinco diferentes subtipos do AIV foram diluídos em água destilada e mantidos em 

câmaras a 17°C e 28°C a fim de simular as temperaturas médias do inverno e do 

verão na costa da Louisiana, nos Estados Unidos, de onde os vírus foram isolados 

de patos. O vírus H10N7 foi mantido também a 4°C. Alíquotas da água inoculada 

com cada um dos subtipos e submetida a cada uma das temperaturas foram feitas 

por um período de 60 dias. Os autores verificaram que, sob condições 

experimentais, o vírus poderia persistir por mais de 100 dias em água destilada à 

28°C e 200 dias à 17°C.  

 Os mesmos autores (STALLKNECHT et al., 1990a) avaliaram os efeitos do 

pH, temperatura e salinidade na persistência de três subtipos do vírus da influenza 

aviária na água. A persistência do AIV em água de superfície também foi avaliada e 

comparada com o modelo de água destilada utilizado no trabalho anterior. Os 

autores avaliaram três faixas de pH (representativas dos valores encontrados nas 

águas de superfície dos Estados Unidos), dois níveis de salinidade (correspondente 

a águas frescas e salobras) e duas faixas de temperatura (representando as médias 

de temperatura no inverno e no verão na costa da Louisiana). A água de superfície 

utilizada foi coletada em habitats típicos de aves aquáticas localizados em Louisiana. 

De forma resumida, diferenças de infectividade foram detectadas entre temperatura, 
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salinidade e pH, com uma forte interação entre salinidade e pH. A maior persistência 

de infectividade foi observada no tratamento 17°C/0 ppt/pH 8.2 (100 dias) e a mais 

curta em 28°C/20 ppt/pH 8.2 (9 dias). A resposta a estas variáveis também diferiu 

entre os diferentes subtipos do vírus. Os resultados encontrados para água de 

superfície foram consistentes com aqueles do modelo água destilada, ou seja, 

decréscimo na infectividade com o aumento de salinidade e pH. 

 

 

2.1.6  Ocorrência 

 

 

O vírus da influenza aviária, segundo Swayne (2008a), é um vírus global que 

não conhece fronteiras geográficas, não possui agenda política e pode infectar aves 

domésticas comerciais e não comerciais, aves criadas em sistemas intensivos ou 

extensivos, aves de companhia, aves silvestres e uma variedade de espécies 

aviárias e não aviárias.  

Os vírus influenza A se encontram amplamente difundidos na natureza e já 

foram detectados em mais de 105 diferentes espécies pertencentes a 26 famílias de 

aves selvagens (OLSEN et al., 2006). As aves selvagens aquáticas são hospedeiras 

naturais e podem tornar-se infectadas por vírus de todos os subtipos de HA e NA 

sem apresentarem sinais clínicos da doença. 

Em uma revisão feita por (ALEXANDER; BROWN, 2009) sobre a história da 

influenza aviária de alta patogenicidade, os autores mencionam que a data mais 

antiga e amplamente citada para o início da história registrada da influenza aviária é 

1878, quando Perroncito, na Itália, descreveu uma enfermidade com alta 

mortalidade que estava acometendo galinhas e outras aves domésticas. Os autores 

observam que, considerando a história da domesticação das aves, é improvável que 

esta tenha sido a primeira ocorrência da enfermidade, mas salientam que a 

importância desse relato está no fato de que foi a primeira vez que a influenza foi 

diferenciada de enfermidades bacterianas como a cólera aviária. 

Vários surtos de influenza aviária foram e vem sendo relatados desde o início 

do século XX. Em uma ampla revisão realizada por Kaleta e Rülke (2008) sobre o 
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início e disseminação da HPAI na Europa e Ásia dentre 1878 e 1955, os autores 

concluem que as publicações desta época fornecem evidências para a existência de 

três epidemias da então chamada fowl plague.  

A primeira epidemia teria acontecido entre 1877 e 1880, estando restrita ao 

norte da Itália, onde muitas criações de galinhas ficavam localizadas próximas à 

mananciais de água visitados por aves de vida livre, especialmente aquáticas. A 

segunda epidemia teria iniciado mais uma vez no norte da Itália entre 1899 e 1906. 

Nesta ocasião, galinhas da Itália participaram de uma exposição de aves em 

Brunswick, Alemanha, resultando na disseminação da enfermidade neste país, na 

Áustria e em países vizinhos. Já a terceira epidemia teria ocorrido entre 1919 e 1931 

sendo o caso inicial, mais uma vez, identificado no norte da Itália de onde a 

enfermidade se disseminou pela Europa através do comércio de aves vivas e, 

possivelmente, do trânsito de equipamentos contaminados. Segundo os autores, os 

relatos na Ásia são escassos e apenas uma publicação do Japão, de 1942, 

menciona a observação da fowl plague em galinhas e em gatos domésticos que 

foram acidentalmente afetados. 

Quatorze surtos de influenza aviária ocorreram na Europa, Ásia e África entre 

1959 e 2006, excluindo os surtos asiáticos de H5N1, e foram compilados em uma 

revisão realizada por Alexander, Capua e Kock (2008). O surto de 1959, em uma 

granja próxima a Aberdeen, Escócia, tem especial importância histórica por ter sido 

a primeira vez em que foi isolado um vírus de influenza do subtipo H5, o primeiro 

vírus patogênico não-H7.  

Já sobre a ocorrência de influenza aviária nas Américas, os primeiros casos 

da enfermidade foram relatados nos anos 1920. No entanto, em uma ampla revisão 

realizada por Swayne (2008b) sobre esse assunto, o autor menciona que muitos 

casos ou surtos nas Américas foram pobremente documentados ou mesmo podem 

não ter sido relatados, uma vez que existiam limitações quanto ao diagnóstico e 

insuficiente conhecimento ou treinamento para reconhecer a enfermidade.  

Nove diferentes surtos de HPAI nas Américas foram bem documentados no 

período de 1924 a 2007 e alvo da revisão realizada por Swayne (2008b): nos 

Estados Unidos (1924-25, 1929, 1983-84 e 2004), no Canadá (1966, 2004 e 2007), 

no México (1994-95) e no Chile (2002). O autor também comenta em sua revisão 
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que existe um relato de 1926, feito por J.R. Mohler, que menciona surtos de fowl 

plague na Argentina e no Brasil. No entanto, salienta que as informações deste 

relato são mínimas e que não foi possível rastrear os dois autores latinos citados por 

Mohler. 

Na Austrália, cinco surtos de influenza aviária foram detectados entre 1976 e 

1997, todos causados por vírus do subtipo H7 (SIMS; TURNER, 2008), sendo dois 

H7N7 (1976 e 1985), dois H7N3 (1992 e 1995) e um H7N4 (1997). Os detalhes de 

cada um destes episódios foram relatados por Selleck et al. (2003) e Westbury 

(2003). Novos casos de influenza aviária não foram detectados na Austrália desde 

1997, o que parece estar relacionado com a implementação de medidas de 

biosseguridade nos plantéis comerciais ou, possivelmente, à reduzida população de 

aves selvagens devido às secas prolongadas (SIMS; TURNER, 2008). 

O isolamento de um vírus HPAI a partir de um ganso na Província de 

Guangdong na China em 1996 foi um marco na história da influenza aviária. O vírus 

H5N1 detectado naquela ocasião disseminou-se por três continentes e infectou 

múltiplas espécies, de aves domésticas a mamíferos, incluindo seres humanos. A 

epidemia multicontinental envolvendo linhagens asiáticas de H5N1 perdurou por 11 

anos e, apesar de medidas de erradicação terem sido tomadas em alguns países, as 

perspectivas de erradicação global são baixas (SIMS; BROWN, 2008), uma vez que 

o vírus se tornou endêmico nos plantéis de Bangladesh, China, Índia, Indonésia, 

Vietnã e Egito (ALEXANDER; BROWN, 2009). 

Também no continente asiático, em fevereiro de 2013, foi detectado o 

envolvimento de um novo vírus H7N9 em casos humanos de influenza. A detecção 

de humanos infectados em Xangai e na província de Anhui, China, levou 

pesquisadores asiáticos a investigarem a possível origem desta infecção em 

mercados de aves vivas (SHI et al., 2013). O vírus H7N9 foi detectado nas amostras 

obtidas a partir de aves comercializadas nestes mercados e em amostras ambientais 

e os dados epidemiológicos sugerem que o contato com as aves infectadas ou com 

o ambiente dos mercados foi a fonte comum de muitos dos casos humanos, o que 

levou o governo chinês a fechar este tipo de estabelecimento em muitas províncias. 

No entanto, uma nova onda de H7N9 surgiu no outono chinês de 2013 (WATANABE 

et al., 2014).  
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Nos últimos dois anos, os Estados Unidos se viram acometidos por inúmeros 

surtos de influenza aviária causados por vírus dos subtipos H5N2, H5N8 e H5N1. Na 

página web do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA – United 

States Department of Agriculture), encontram-se disponíveis vários documentos 

sobre os casos detectados no país e a menção de que este surto foi a maior 

emergência sanitária animal da história do país. Desde meados de dezembro de 

2014, vários casos de HPAI foram registrados nas rotas migratórias do Pacífico, 

Central e do Mississipi. Casos envolvendo aves selvagens de vida livre ou de 

cativeiro, aves de subsistência e aves comerciais foram relatados em vários estados 

norte-americanos, tendo o surto se originado com a detecção de H5N2 em perus 

(USDA, 2015). 

Em meados de janeiro de 2016, os Estados Unidos voltaram a enfrentar 

problemas com a influenza aviária. Dessa vez, um surto combinado de HPAI e LPAI 

por um vírus H7N8 foi relatado no estado de Indiana, em uma granja comercial de 

perus. O caso índice foi confirmado como H7N8 de alta patogenicidade, mas oito 

detecções subsequentes a partir da zona de controle revelaram a presença de um 

H7N8 de baixa patogenicidade com alta similaridade com o vírus de alta. Devido à 

similaridade do vírus HPAI H7N8 com outros vírus norte-americanos detectados em 

aves selvagens, os relatórios do USDA sugerem que tenha havido recombinação de 

um vírus originário de aves selvagens antes de sua introdução no plantel de aves 

domésticas, mas que a mutação à forma patogênica identificada em apenas uma 

granja deve ter ocorrido durante a replicação do vírus nas aves domésticas (USDA, 

2016). 

No América do Sul, a primeira ocorrência de influenza aviária de alta 

patogenicidade foi relatada no Chile em 2002 (MAX et al., 2006). O surto foi causado 

por um vírus H7N3 que teria emergido de um vírus de baixa patogenicidade. A 

primeira detecção ocorreu numa granja de matrizes numa zona avícola altamente 

povoada, sendo seguida de nova detecção, uma semana depois, em uma granja de 

perus da mesma empresa localizada a 4 Km do caso índice. 

Apesar da HPAI não estar presente na América do Sul, a presença de vírus 

de baixa patogenicidade ou de anticorpos para influenza A já foram detectados na 

região. 
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Em 1971, Anraku et al. relataram a presença de anticorpos tipo-específicos 

para influenza A em aves silvestres brasileiras a partir da técnica de imunodifusão. 

Os autores encontraram anticorpos para influenza A em 33 de 1332 amostras de 

soro, e concluíram que as aves silvestres brasileiras eram um reservatório para o 

vírus. Um novo estudo foi divulgado por Anraku et al. em 1976. Dessa vez, os 

autores verificaram a existência de anticorpos tipo-específicos para o vírus influenza 

A em amostras de soro de galinhas oriundas de diversas procedências. Foram 

utilizadas as provas de imunodifusão e inibição da hemaglutinação. Dos 110 soros 

analisados 24 foram positivos, resultando numa prevalência de 21,8%. Com base 

nos resultados encontrados, os autores indicaram que as galinhas poderiam ser 

consideradas como potenciais reservatórios do vírus influenza tipo A. 

Em 2001, Oliveira Jr et al. divulgaram os resultados de uma avaliação soro-

epidemiológica do vírus influenza em aves domésticas e silvestres do Rio de 

Janeiro. Neste trabalho, os autores empregaram a técnica de inibição da 

hemaglutinação com antígenos H1N1 e H3N2 para a pesquisa de anticorpos para 

influenza a partir de amostras de plasma de aves da Fundação RIO-ZOO e do 

Bwana Park no município do Rio de Janeiro e de pequenas propriedades nos 

municípios de Seropédica, Japeri e Paulo de Frontin. De um total de 225 aves 

testadas, 22 foram soropositivas para o H1N1, 28 soropositivas para o H3N2 e 10 

para os dois subtipos. Entre as 123 aves silvestres, cinco foram positivas para o 

H1N1, 13 para o H3N2 e quatro para os dois subtipos. Das 102 aves domésticas, 17 

foram positivas para o H1N1, 15 para o H3N2 e seis para os dois subtipos. 

A presença de vírus influenza A em aves migratórias no Brasil também foi 

investigada por Kawamoto et al. (2005). Os autores capturaram aves silvestres, 

residentes e migratórias, em localidades do estado de São Paulo como Guarulhos 

(Parque Ecológico do Tietê), Juquitiba e Iguape. Especial atenção foi dada às 

espécies Vireo olivaceus (juruviara) e Elaenia mesoleuca (tuque) em virtude de suas 

características migratórias, uma vez que ambas migram entre os hemisférios Norte e 

Sul. Das 37 aves estudadas, 10 apresentaram resultados positivos ao isolamento 

viral, sendo a maioria dos isolados (71,4%) obtidos de suabes cloacais. Com base 

nos resultados obtidos, os autores concluem que estas duas espécies carreiam o 

vírus influenza enquanto cruzam os hemisférios Norte e Sul. 
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Em 2014, de Araújo et al. relataram a detecção de um vírus influenza H11N9 

em uma ave migratória da espécie Arenaria interpres (rola-do-mar ou vira-pedras) 

capturada na região Amazônica. O vírus detectado demonstrou alta similaridade 

com os genes HA e NA dos vírus da linhagem norte-americana encontrados em 

aves costeiras. Os resultados encontrados confirmam a presença de vírus influenza 

A de baixa patogenicidade em aves migratórias durante o período de chegada dos 

mesmos ao Brasil e alertam as autoridades para a importância de uma vigilância 

efetiva em aves migratórias devido ao seu impacto sobre a saúde humana e animal. 

Outros países da América do Sul também já relataram o isolamento ou 

detecção molecular de diferentes subtipos do vírus de influenza aviária de baixa 

patogenicidade, como a Argentina (PEREDA et al., 2008; ALVAREZ et al., 2010; 

RIMONDI et al., 2011), a Bolívia (SPACKMAN et al., 2006), o Chile (MATHIEU et al., 

2015) e o Peru (GHERSI et al., 2009; WILLIAMS et al., 2012; NELSON et al., 2016).  

 

 

2.1.7  Manifestação clínica 

 

 

Em aves domésticas os vírus da influenza aviária podem ser agrupados em 

dois patotipos de acordo com os sinais clínicos que podem causar, principalmente, 

em galináceos: baixa patogenicidade (Low Pathogenic Avian Influenza - LPAI) e alta 

patogenicidade (Highly Pathogenic Avian Influenza - HPAI). Até o presente 

momento, apenas os subtipos H5 e H7 foram responsáveis por HPAI em espécies 

susceptíveis, mas nem todos os vírus H5 e H7 podem ser classificados como HPAI 

(CATTOLI; MOONE, 2010). 

Após a exposição a um vírus de influenza aviária, existem quatro 

possibilidades: não infecção, infecção assintomática (subclínica), doença branda e 

doença severa levando à morte. Considerando algumas cepas do vírus da influenza 

aviária e alguns hospedeiros, a exposição ao vírus pode não resultar em infecção, 

especialmente se a via de exposição for inapropriada, se a dose viral for abaixo do 

limiar necessário para iniciar uma infecção, se houver resposta imune prévia ao 
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agente ou se a cepa viral não for adaptada a uma espécie específica (PANTIN-

JACKWOOD; SWAYNE, 2009). 

Os vírus de influenza aviária de alta patogenicidade (HPAIV – Highly 

Pathogenic Avian Influenza Virus) e de baixa patogenicidade (LPAIV – Low 

Pathogenic Avian Influenza Virus) já foram detectados em várias aves domésticas, 

incluindo galináceos, aves de caça, patos, gansos, ratitas, pombos e aves de gaiola. 

No entanto, algumas espécies parecem ser mais resistentes à infecção e/ou doença 

do que outras (CFSPH, 2015). 

As manifestações clínicas da influenza aviária dependem da espécie, idade e 

tipo de ave, das características específicas da cepa viral envolvida e de fatores 

ambientais. Em aves susceptíveis, a enfermidade pode variar de morte súbita sem 

sinais clínicos evidentes a uma forma mais característica da doença com 

manifestações clínicas que incluem sinais respiratórios como descarga nasal e 

ocular, tosse e dispneia, edema dos sinus e/ou da cabeça, apatia, vocalização 

reduzida, acentuada redução no consumo de água e comida, cianose das áreas de 

pele sem penas, barbela e crista, incoordenação e sinais nervosos e diarreia. Em 

aves de postura, queda na produção de ovos, normalmente acompanhada por um 

aumento no número de ovos com baixa qualidade, pode ser adicionalmente 

observada (OIE, 2015). Em algumas espécies, como é o caso dos patos de Pequim, 

alguns vírus de alta patogenicidade não provocam, necessariamente, enfermidade 

clínica significante.  

Os vírus de influenza aviária de alta patogenicidade produzem altas taxas de 

mortalidade em galinhas e, usualmente, em outros galináceos, mas o tempo 

transcorrido até a morte é tipicamente menor em galinhas e varia com a cepa viral. 

Os sinais clínicos variam com a duração da infecção, com os sistemas orgânicos ou 

órgãos afetados e com o grau de dano tecidual. Em um lote, as aves podem mostrar 

atividade reduzida, pouca produção de ruído e decréscimo no consumo de água e 

comida antes que o aumento de mortalidade seja detectado. Em aves de postura, a 

produção de ovos pode reduzir precipitadamente, cessando em seis dias. A forma 

peraguda da enfermidade é mais frequente em galinhas e perus do que nas demais 

espécies de galináceos, mas os sinais clínicos e a duração da enfermidade são 

similares. Se o curso da doença for agudo ou subagudo (3 a 10 dias), as aves 
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podem desenvolver sinais nervosos, incluindo tremores da cabeça e pescoço, 

torcicolo, opistótomo, nistagmo, posição incomum da cabeça, asas e pernas, 

batimento de asas, paresia, paralisia, excitação, convulsões, incoordenação, etc 

(PANTIN-JACKWOOD; SWAYNE, 2009). 

Além disso, infecções por vírus influenza A de baixa patogenicidade, que 

normalmente não causam doença ou originam apenas sinais clínicos brandos, 

podem, em certas circunstâncias, produzir uma gama de sinais clínicos, cuja 

severidade se aproxima da influenza aviária de alta patogenicidade, particularmente 

se infecções exacerbantes e/ou condições ambientais adversas estiverem presentes 

(OIE, 2015). 

 

 

2.1.8  Diagnóstico laboratorial 

 

 

 O diagnóstico laboratorial da influenza aviária baseia-se em métodos diretos 

(detecção do agente ou de seus constituintes) e métodos indiretos (detecção de 

resposta imune contra o agente). 

 A OIE recomenda as provas laboratoriais a serem empregadas para o 

diagnóstico de influenza A em aves de acordo com o propósito a que se destinam, 

ou seja, vigilância ativa, vigilância passiva, erradicação, trânsito de animais ou 

monitoramento de estado vacinal. O Quadro 1 apresenta os métodos disponíveis 

para o diagnóstico laboratorial da influenza aviária e o propósito de cada um deles, 

de acordo com o recomendado pela OIE (2015). 

 A validação é um processo que determina a aptidão de um ensaio que tenha 

sido adequadamente desenvolvido, otimizado e padronizado para o fim a que se 

destina. Todos os testes de diagnóstico, sejam para uso laboratorial ou a campo, 

devem ser validados para as espécies nos quais serão utilizados. A OIE possui 

recomendações específicas para a validação de testes de diagnóstico e certifica kits 

para diferentes enfermidades animais após avaliação do dossiê de validação. Os 

laboratórios de referência da OIE (laboratórios designados para tratar de todos os 

problemas científicos e técnicos relacionados a uma determinada enfermidade ou 
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agente) devem estar intimamente envolvidos com procedimentos de validação, 

inclusive estabelecendo painéis de soros ou amostras de referência que possam ser 

utilizados em processos de validação (OIE, 2013). 

 

 

Quadro 1 - Métodos disponíveis para o diagnóstico laboratorial da influenza aviária de acordo com o 
propósito  

 

Método 

Propósito  

População 
livre da 
infecção 

Indivíduo 
livre da 
infecção 
antes do 
trânsito 

Contribuição 
a políticas de 
erradicação 

Confirmação de 
casos clínicos 

Prevalência 
da infecção 
(vigilância) 

Estado 
imune pós-
vacinação 

em 
indivíduos 

ou 
populações 

Métodos diretos 1 

Isolamento 
viral 

+ +++ + +++ + – 

Captura de 
antígeno 

+ + + + + – 

PCR em 
tempo real 

++ +++ ++ +++ ++ – 

Métodos indiretos 2 

AGID 

+ 

(Influenza 

A) 

+ 

(Influenza 

A) 

++ 

(Influenza A) 

+ 

(convalescente) 

++ 

(Influenza 

A) 

++ 

(Influenza 

A) 

HI 
+++ 

(H5 ou H7) 

++ 

(H5 ou 

H7) 

+++ 

(H5 ou H7) 

++ 

(convalescente) 

+++ 

(H5 ou H7) 

+++ 

(H5 ou H7) 

ELISA + + ++ 
+ 

(convalescente) 
++ ++ 

Fonte: OIE (2015), adaptação de Reischak (2016) 
1  Se recomenda a aplicação combinada de diferentes métodos diretos na mesma amostra clínica. 
2  Um dos testes listados é suficiente.  

Legenda: +++ = método recomendado; ++ = método adequado; + = método pode ser empregado em 
algumas situações, mas o custo, a confiabilidade ou outros fatores limitam seriamente a sua 
aplicação; – = não apropriado para esta finalidade; AGID = ágar-gel imunodifusão; HI = inibição da 
hemaglutinação; ELISA = ensaio imunoenzimático. 
 
Nota: apesar de nem todos os testes classificados com +++ ou ++ terem sido formalmente validados, 
seu uso na rotina e o fato de serem amplamente empregados sem resultados duvidosos, os torna 
aceitáveis. 
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2.1.8.1 Métodos diretos 

 

 

2.1.8.1.1 Isolamento e identificação viral 

 

 

 A demonstração da presença de vírus infeccioso por inoculação de material 

suspeito em ovos embrionados é o padrão ouro para o diagnóstico laboratorial da 

influenza aviária e, tradicionalmente, é realizado de acordo com métodos 

reconhecidos internacionalmente (CHARLTON; CROSSLEY; HIETALA, 2009; OIE, 

2015). 

 A amostra suspeita é inoculada no saco corioalantóide de três a cinco ovos 

embrionados, preferencialmente oriundos de galinhas SPF (Specific Pathogen Free), 

com 9 a 11 dias de incubação. Os ovos inoculados são incubados e observados 

diariamente por 2 a 7 dias. Todos os ovos contendo embriões mortos ou 

moribundos, assim como todos aqueles que permaneceram vivos até o final do 

período de incubação, são refrigerados e tem seu líquido alantoide colhido para 

realização de uma prova de triagem para detecção de antígeno como, por exemplo, 

a hemaglutinação (HA). A detecção de atividade hemaglutinante em um líquido 

alantoide livre de contaminação bacteriana, indica uma alta probabilidade da 

presença de um vírus influenza A ou de um paramixovírus aviário. Caso o líquido 

alantoide da primeira passagem em ovos embrionados resulte negativo, recomenda-

se que, pelo menos, mais uma passagem seja realizada (OIE,2015). 

A prova de HA é um teste clássico utilizado para triagem de sobrenadantes de 

cultivos celulares ou de líquido alantoide de ovos embrionados inoculados com 

amostras suspeitas de influenza. No entanto, não é um ensaio de identificação. O 

teste de HA deve ser seguido de uma prova de inibição da hemaglutinação (HI) para 

que sejam identificados os tipos e/ou subtipos virais (KILLIAN, 2014). 

Alternativamente, outros métodos podem ser utilizados para esta etapa inicial de 

triagem a partir do líquido alantoide, como o ágar-gel imunodifusão (AGID), o ELISA 

de captura de antígeno ou técnicas moleculares, como RT-PCR e PCR em tempo 

real (OIE, 2015). 
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 A subtipificação antigênica do vírus isolado por HI pode ser realizada com 

soros de referência ou anticorpos monoclonais dirigidos para cada um dos 16 

subtipos de hemaglutinina. Similarmente, os nove diferentes subtipos de 

neuraminidase também podem ser diferenciados por meio da técnica de inibição da 

neuraminidase (NI)   (CHARLTON; CROSSLEY; HIETALA, 2009; PEDERSEN, 

2014). A subtipificação também pode ser realizada por genotipagem utilizando 

primers específicos para os diferentes subtipos de H e N por RT-PCR ou PCR em 

tempo real; ou fazendo-se uso da análise das sequências dos genes HA e NA (OIE, 

2015). 

Após o isolamento e identificação de um vírus influenza A, faz-se necessária 

a determinação da patogenicidade viral. Tipicamente, a subtipificação e 

determinação da patogenicidade viral de isolados do AIV tem sido atribuição de 

laboratórios de referência nacionais ou laboratórios de pesquisa que contam com os 

reagentes específicos e com instalações para inoculação de animais. No entanto, 

com a enorme disponibilidade atual de técnicas moleculares, os isolados do AIV vêm 

sendo caracterizados e patotipificados por PCR, PCR em tempo real e 

sequenciamento genético dirigidos para os genes M, NP, HA e NA (CHARLTON; 

CROSSLEY; HIETALA, 2009). 

A OIE (2015) adota critérios para a determinação de patogenicidade dos vírus 

influenza A. Um vírus influenza A é considerado de alta patogenicidade quando 

atende a um dos critérios abaixo:  

a) Qualquer vírus influenza A que seja letal para 75% de oito aves 

susceptíveis, com idade entre 4 e 8 semanas, num período de até 10 dias 

após a inoculação com 0,2 ml de uma diluição 1:10 de líquido alantoide 

infectivo livre de contaminação bacteriana; ou 

b) Qualquer vírus influenza A que tenha um índice de patogenicidade 

intravenosa (IVPI) ≥ 1.2; 

c) Para todos os vírus H5 e H7 de baixa patogenicidade em galinhas, a 

sequência de aminoácidos do peptídeo de conexão da hemaglutinina deve 

ser determinada. Se a sequência foi similar àquela observada em outros 

isolados de alta patogenicidade, o vírus será considerado de alta 

patogenicidade.  
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A determinação do sítio de clivagem por sequenciamento ou outras técnicas 

tem se tornado o método de escolha para a determinação inicial de patogenicidade 

dos vírus influenza A. Isso tem reduzido o número de testes in vivo, apesar da 

inoculação de animais ser ainda necessária para confirmar resultados negativos, 

uma vez que não se pode descartar a possibilidade de que existam populações 

virais contendo misturas de vírus de alta e baixa patogenicidade (OIE, 2015). 

 

 

2.1.8.1.2 Ensaios imunoenzimáticos de captura de antígeno 

 

 

 Vários kits de captura de antígeno estão disponíveis comercialmente para 

detecção de AIV em aves domésticas. Muitos destes kits são ensaios 

imunoenzimático imunoadsorvidos ou baseados em imunocromatografia e utilizam 

anticorpos monoclonais para a nucleoproteína, sendo capazes de detectar qualquer 

vírus influenza A (OIE, 2015).  

 A principal vantagem destes testes reside no tempo de execução, uma vez 

que um resultado positivo pode ser obtido em 15 minutos (OIE, 2015). No entanto, 

estudos realizados por diferentes autores demonstram que os resultados obtidos 

com estes kits devem ser avaliados com cautela, pois os mesmos apresentam baixa 

sensibilidade, podem não ter sido validados em diferentes espécies de aves e para 

diferentes tipos de amostras e não diferenciam subtipos virais, além de terem um 

custo elevado (RYAN-POIRIER et al., 1992; WOOLCOCK; CARDONA, 2005; CHUA 

et al., 2007). 

 Cinco kits comerciais de captura de antígeno para a detecção de influenza A 

tiveram seu desempenho comparado em amostras clínicas de aves (WOOLCOCK; 

CARDONA, 2005). Nenhum dos kits, quando comparados ao isolamento viral, 

provou ser suficientemente sensível para detectar com segurança o AIV a partir de 

suabes orofaríngeos e cloacais colhidos de aves experimentalmente infectadas com 

um vírus H6N2. Além disso, em virtude de baixa sensibilidade, os autores 

desaconselham o uso destes produtos em programas de vigilância ou como testes 

de triagem, uma vez que podem dar origem a resultados falso-negativos.  
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 Resultados similares foram relatados após avaliação de cinco kits de 

detecção de antígeno de influenza A com diversos tipos de amostras obtidas de 

aves naturalmente infectadas (CHUA et al., 2007). Os autores verificaram que a 

sensibilidade dos testes para suabes cloacais e traqueais de aves aquáticas e 

selvagens é menor do que a obtida para galinhas e que os testes não são 

apropriados para uso em programas de vigilância em aves saudáveis. No entanto, 

mencionam que estes kits podem ser ferramentas valiosas para testar a campo 

suabes cloacais e traqueais de aves doentes ou mortas, contribuindo para o alerta 

rápido das autoridades competentes em caso de resultados positivos. 

 

 

2.1.8.1.3 Detecção de ácido nucleico viral 

 

 

 Métodos moleculares são comumente utilizados para o diagnóstico da 

influenza aviária, uma vez que são sensíveis, podem ser realizados com rapidez, 

tem alto rendimento e custo moderado. Métodos diferentes, incluindo PCR 

convencional e PCR em tempo real (qPCR), vem sendo descritos para o diagnóstico 

da influenza aviária em aves domésticas com grande variação de primers, sondas, 

enzimas, etc., mas poucos deles têm sido validados (SUAREZ; DAS; ELLIS, 2007). 

 A técnica de RT-PCR (reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa) a partir de amostras clínicas pode resultar na detecção rápida do vírus e até 

mesmo na identificação do subtipo viral, desde que os primers corretos sejam 

definidos. O uso regular desta metodologia para o diagnóstico do vírus influenza A a 

partir do ácido nucleico extraído diretamente de amostras clínicas é pequeno, 

principalmente porque envolve uma etapa inicial de amplificação biológica do 

material em ovos embrionados antes que o mesmo seja submetido à extração de 

RNA. No entanto, a técnica de RT-PCR convencional continua a ser utilizada, 

especialmente para gerar produtos que podem ser utilizados no sequenciamento 

genético de isolados do AIV (SUAREZ; DAS; ELLIS, 2007; HOFFMANN et al., 2009; 

OIE, 2015). 
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 Atualmente, o método preferido para detecção molecular do AIV é o qPCR, 

uma modificação do RT-PCR convencional que permite que o resultado da 

amplificação seja acompanhado em tempo real. O qPCR fornece rapidez, 

sensibilidade e especificidade na detecção do AIV a partir de amostras clínicas, 

características importantes para o manejo de surtos de influenza aviária, quando um 

diagnóstico imediato e inequívoco pode ser crucial para a tomada de decisões por 

parte do Serviço Veterinário Oficial (SUAREZ; DAS; ELLIS, 2007; HOFFMANN et al., 

2009). Além disso, alguns sistemas de qPCR são desenhados para a detecção 

simultânea de 96 ou até 384 amostras por corrida, o que, combinado com uma 

plataforma robótica de extração de ácidos nucleicos, permite o processamento de 

um número grande de amostras por dia, o que pode ser extremamente útil em 

programas de vigilância ou em episódios de surtos de influenza aviária (AGUERO et 

al., 2007). 

 Uma prova de qPCR em um único passo para o gene M e para os subtipos 

H5 e H7 do AIV foi desenvolvido e validado por Spackman et al. (2002). A 

sensibilidade e especificidade dos ensaios foram comparadas com aquelas dos 

testes tradicionalmente utilizados para a detecção do AIV, como isolamento viral e 

HI. Os autores realizaram esta comparação em 1550 amostras de suabes cloacais e 

traqueais obtidos de aves de diferentes espécies oriundas de mercados de aves 

vivas de Nova Iorque e Nova Jersey, além de suabes ambientais. Os resultados 

encontrados demonstraram que os ensaios de qPCR desenvolvidos apresentaram 

uma boa correlação com as provas-ouro, além de terem menor custo e execução 

mais rápida, podendo ser utilizados como testes de triagem. 

 Um ensaio de qPCR para detecção simultânea dos subtipos H5, H7 e H9 do 

AIV a partir de amostras clínicas de aves foi desenvolvido e validado por  Monne et 

al. (2008). Os resultados obtidos, assim como no trabalho anterior, também foram 

comparados ao isolamento viral e indicaram boa concordância entre os dois 

métodos, indicando que o ensaio multiplex pode ser rotineiramente utilizado no 

laboratório para a rápida detecção e diferenciação destes três importantes subtipos 

do AIV a partir de amostras de origem avícola. 

 Apesar de ensaios de qPCR serem amplamente utilizados para fins de 

vigilância por sua rapidez, sensibilidade e possibilidade de automação do processo, 



48 

 
 

 

a frequente emergência de novas linhagens do AIV requer que cada grupo de 

primers e sondas seja validado para um diverso grupo de vírus, a fim de que os 

ensaios sejam aplicáveis para várias espécies de aves, para diferentes áreas 

geográficas e distintos períodos de tempo (SLOMKA et al., 2007; SPACKMAN et al., 

2008; OIE, 2015). 

 Outro fator a ser considerado quando da utilização de ensaios moleculares 

para a detecção do AIV é a possibilidade de obtenção de resultados falso-negativos, 

uma vez que o desempenho dos métodos pode ser afetado pela presença de 

inibidores da reação, por baixos títulos de vírus, por baixa qualidade do RNA 

extraído, por utilização de primers incompatíveis, por degradação do RNA antes da 

amplificação, por erros na execução da reação ou pelo emprego de reagentes 

degradados (SUAREZ; DAS; ELLIS, 2007; VAN BORM et al., 2007; EL ZOWALATY 

et al., 2011). 

 

 

2.1.8.2 Métodos indiretos 

 

 

2.1.8.2.1 Ensaio enzimático imunoadsorvido (ELISA) 
 

 

 Diferentes kits de ELISA, de formato indireto ou competitivo/bloqueio, têm 

sido desenvolvidos e validados para detectar anticorpos específicos para influenza A 

em aves. Independente do formato, a maioria dos kits comerciais disponíveis no 

mercado, detectam anticorpos para a nucleoproteína. 

 Os kits indiretos empregam conjugados espécie-específicos para galinhas e 

perus e são amplamente comercializados e utilizados. Já nos kits competitivos ou de 

bloqueio, anticorpos presentes na amostra de soro competem por sítios de ligação 

antigênica com anticorpos monoclonais dirigidos para um epítopo da nucleoproteína, 

proteína esta que é conservada em todos os vírus influenza A. A grande vantagem 

dos ensaios competitivos é a possibilidade de testar amostras de soros de múltiplas 

espécies, incluindo aves aquáticas e mamíferos (SHAFER; KATZ; EERNISSE, 1998; 

ZHOU et al., 1998; CHARLTON; CROSSLEY; HIETALA, 2009; OIE, 2015). 
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 Relatos da utilização de formatos indiretos de ELISA para detecção de 

anticorpos específicos para influenza A em amostras de origem humana foram feitos 

por diversos autores nos anos 70-80 (LEINIKKI; PÄSSILÄ, 1976; DELIA et al., 1977; 

BISHAI; GALLI, 1978; LAMBRE; KASTURI, 1979; HAMMOND; SMITH; NOBLE, 

1980). Naquela ocasião, os autores já mencionavam o ELISA como uma ferramenta 

promissora para o diagnóstico sorológico da influenza A uma vez que a sensibilidade 

do teste era superior àquela dos testes empregados na época, como HI e fixação de 

complemento, além de permitir a detecção precoce de anticorpos e o 

processamento de amostras de soro em larga-escala sem necessidade de 

tratamento prévio. 

   Na década de 80 foram publicados trabalhos sobre a utilização do ELISA 

indireto também para pesquisa de anticorpos para influenza A em amostras de 

origem aviária (SNYDER et al, 1985; ADAIR et al., 1989). De acordo com os 

resultados encontrados, os autores concluíram que o ELISA poderia ser uma boa 

alternativa diagnóstica, podendo ser empregado como teste de triagem em 

programas de erradicação e vigilância, com a vantagem de permitir o 

processamento de um grande número de amostras em poucas horas. 

Apesar de amplamente utilizados, os testes de ELISA indiretos apresentam a 

desvantagem de serem espécie-específicos, o que limita o uso dos kits   

comercialmente disponíveis à pesquisa de anticorpos em galinhas e perus. Os 

primeiros relatos de utilização de ensaios de ELISA em formato competitivo ou de 

bloqueio para a detecção de anticorpos para influenza A a partir de amostras de 

múltiplas espécies remontam aos anos 90 (DE BOER; BACK; OSTERHAUS, 1990;  

SHAFER; KATZ; EERNISSE, 1998; ZHOU et al., 1998). 

O desempenho de kits competitivos de ELISA (cELISA para detecção de 

anticorpos para influenza A em programas de vigilância em aves foi relatado por dois 

grupos de pesquisadores em 2010. Marché e Van Den Berg (2010) avaliaram na 

Bélgica duas estratégias de teste, uma utilizando kits competitivos para testar 

amostras de galináceos e não galináceos e outra empregando kits indiretos para 

testar apenas amostras de galináceos. Em ambas as estratégias, o teste de HI para 

os subtipos H5 e H7 foi utilizado como ensaio confirmatório. Os autores concluíram 

que para a realidade local, a melhor estratégia foi a primeira, uma vez que resultou 



50 

 
 

 

na menor quantidade de amostras de soro a serem confirmadas por HI. Além disso, 

ressaltaram que a escolha do tipo de ELISA a ser empregado por cada país em seus 

programas de vigilância dependerá do número de populações de não galiformes que 

precisam ser testadas e da prevalência da infecção nesta população. 

Já Pérez-Ramírez et al. (2010) avaliaram o desempenho de dois kits de 

cELISA para vigilância em aves selvagens. Foram testadas 184 amostras de soro de 

aves de 23 diferentes espécies e pertencentes a 10 ordens. Verificou-se que ambos 

os kits detectaram amostras positivas para influenza A que haviam sido negativas no 

teste de HI para nove dos 16 subtipos, sugerindo que o cELISA possua uma 

sensibilidade maior do que o HI para estas espécies. No entanto, alertam para o fato 

de que os resultados podem variar de acordo com o tipo de ave, sendo interessante 

a realização de validações específicas para espécies e famílias de aves, como 

sugere a OIE. 

 

 

2.1.8.2.2 Ágar-gel imunodifusão 

 

 

 A utilização do teste de ágar-gel imunodifusão (AGID) para pesquisa de 

anticorpos para as proteína RNP do influenza A em amostras de soro de mamíferos 

e aves foi relatada primeiramente por Beard (1970). O AGID tem sido ampla e 

rotineiramente empregado para detectar anticorpos específicos para influenza A em 

populações de galinhas e perus como um indicativo de infecção, mas é menos 

confiável para pesquisa de anticorpos em outras espécies de aves, pois nem todas 

produzem anticorpos precipitantes (OIE, 2015). 

 De maneira simples, o teste se baseia na difusão passiva de antígenos e 

anticorpos solúveis em uma matriz de gel, um em direção ao outro, levando à 

formação de imunocomplexos que se tornam visíveis sob a forma de linhas de 

precipitação (OUCHTERLONY, 1949). 

 O antígeno empregado na prova de AGID contém as proteínas M e NP do IAV 

(OIE, 2015). Sendo assim, a aplicabilidade deste ensaio se justifica por não ser 

espécie-específico e por detectar uma resposta imunológica para o vírus influenza A 
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independente do subtipo viral envolvido na infecção. Apesar de ser relativamente 

simples de realizar, este ensaio não se mostra tão sensível como outros disponíveis. 

Além disso, o AGID não pode ser utilizado em programas de vigilância sorológica 

em aves selvagens, uma vez que algumas espécies aquáticas nem sempre 

produzem anticorpos precipitantes, resultando em uma pobre sensibilidade 

diagnóstica (SNYDER et al., 1985; BROWN et al., 2010).  

 A despeito de possuir moderada sensibilidade, o teste de AGID pode detectar 

anticorpos mais precocemente do que outros ensaios, uma vez que detecta 

imunoglobulina M ao invés de imunoglobulina G. Adicionalmente, pode ser realizado 

a partir de amostras de soro, plasma e gema de várias espécies e dispensa o uso de 

equipamentos e consumíveis onerosos para sua realização. No entanto, o preparo 

de reagentes de boa qualidade requer investimento e tempo, o que faz com que 

muitos laboratórios utilizem antígenos e soros-controle produzidos por laboratórios 

de referência (SPACKMAN; SUAREZ; SENNE, 2008). 

 

 

2.1.8.2.3 Inibição da hemaglutinação 
 

 

 A prova de inibição da hemaglutinação (HI) é considerada o padrão ouro para 

subtipificação de anticorpos para influenza A em amostras de soro, plasma ou gema. 

A técnica baseia-se no princípio de que anticorpos dirigidos para uma determinada 

HA são capazes de inibir a ligação do vírus homólogo às hemácias; sendo assim, o 

fenômeno de hemaglutinação é inibido quando anticorpos estão presentes. Para sua 

realização, é utilizado um painel contendo antígenos e antissoros representativos 

dos dezesseis diferentes subtipos de HA identificados até o momento (HIRST, 1942; 

SPACKMAN; SUAREZ; SENNE, 2008; COMIN et al., 2013). Este painel, 

tipicamente, é fornecido por laboratórios de referência da OIE, uma vez que a 

produção e otimização destes reagentes requer a existência de uma coleção de 

vírus representativa de todos os subtipos de hemaglutinina, além de uma estrutura 

laboratorial com segurança biológica para preparar os antígenos e inocular animais 

(LEE; SENNE; SUAREZ, 2006; PEDERSEN, 2014). 
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 O teste de HI pode ser utilizado como um teste de triagem devido a sua alta 

sensibilidade, principalmente em áreas onde sabe-se que um subtipo específico está 

envolvido nos casos e onde se possui uma capacidade laboratorial instalada, 

incluindo aqui o fornecimento dos insumos. No entanto, a sensibilidade do ensaio 

pode ser reduzida quando um significante drift antigênico ocorre em determinado 

subtipo viral, resultando em uma baixa reatividade entre os antígenos utilizados na 

prova e os anticorpos presentes nas amostras testadas (YAMAMOTO et al., 2007; 

SPACKMAN; SUAREZ; SENNE, 2008). 

 Apesar de ser um teste de execução simples, rápido e de fácil interpretação, a 

prova de HI é relativamente onerosa para ser utilizada como um ensaio de triagem 

em virtude da quantidade de antígenos e antissoros necessários para sua 

realização. Uma de suas maiores vantagens, no entanto, reside na possibilidade de 

uso de antígenos inativados, eliminando a necessidade de medidas especiais de 

biossegurança no laboratório (SPACKMAN; SUAREZ; SENNE, 2008). 

 Outro fator importante a ser considerado na execução da técnica é a 

possibilidade de inibição inespecífica da aglutinação por inibição estérica da 

neuraminidase. A fim de evitar este efeito, recomenda-se que o antígeno empregado 

na prova possua um subtipo diferente de NA daquele do soro a ser testado ou que 

os antígenos utilizados sejam isentos da fração N, podendo ser recombinantes ou 

purificados (OIE, 2015). 

 

 

2.2 AVICULTURA DE SUBSISTÊNCIA E INFLUENZA AVIÁRIA 

 

 

  As propriedades de subsistência ou granjas familiares são, por 

definição, aquelas que mantém um número reduzido de aves unicamente para 

obtenção de carne e ovos para consumo familiar, sendo observadas, geralmente, 

em comunidades rurais ou em zonas periurbanas de grandes cidades. Além de 

conter um pequeno número de aves, as criações de subsistência caracterizam-se 

por empregar mão-de-obra familiar, especialmente de mulheres e crianças, por 
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possuírem aves de múltiplas espécies e idades e por medidas pobres ou 

inexistentes de biosseguridade (ALDERS, 2005; CONAN et al., 2012).   

 

 

2.2.1  Importância socioeconômica 

 

 

 Mais de 90% das famílias rurais em muitos dos países em desenvolvimento 

mantem uma ou mais espécies de aves domésticas para consumo familiar. A 

avicultura de subsistência ou familiar é praticada por todos os grupos étnicos e 

constitui um importante componente da economia doméstica, contribuindo para a 

produção de alimentos e geração de renda em comunidades carentes. Além disso, a 

avicultura familiar está estreitamente associada aos hábitos religiosos e 

socioculturais de milhares de comunidades de baixa renda (GUÈYE, 2005). 

 A produção de alimentos de origem animal em sistemas de fundo de quintal, 

ainda que não alcance o nível de produção dos sistemas comerciais, pode ser 

socioeconomicamente de maior importância pela quantidade de pessoas que se 

beneficiam dessa atividade. A “pecuária de fundo de quintal” não representa um 

grande ônus econômico para as famílias que a praticam, uma vez que as 

instalações são rústicas e a mão-de-obra é mínima, com grande participação de 

mulheres e crianças. O rendimento, medido pela produção de carne e ovos é, 

geralmente, baixo, mas a necessidade de investimento em insumos, manejo e 

alimentação suplementar das aves também é mínimo (ALDERS, 2005; GUTIÉRREZ-

RUIZ et al., 2012). 

 A avicultura familiar ou de subsistência também possui um impacto positivo 

para o meio-ambiente, pois as aves, ao buscarem seu próprio alimento, contribuem 

para o controle de pragas e parasitas. Além disso, o esterco produzido é de grande 

utilidade para a fertilização das hortas e outros cultivos básicos das famílias 

(ALDERS, 2005). 

 Se por um lado, a avicultura familiar permite a melhoria da qualidade da dieta 

das famílias pelo incremento proteico, a fixação do homem à terra e o 

asseguramento de renda complementar ao orçamento, por outro lado, este tipo de 
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atividade necessita de uma maior área para implantação, possui uma produtividade 

inferior ao do sistema industrial e as aves estão mais expostas a agentes 

patogênicos (CRUZ; CHAGAS; BOTELHO, 2013). 

  

 

2.2.2  Papel das aves de subsistência na epidemiolo gia da influenza aviária 

 

 

  As aves domésticas são um importante elo entre as aves selvagens e os 

seres humanos no aparecimento e perpetuação de estirpes virais que podem, 

potencialmente, infectar humanos (WEBSTER et al., 1992). 

 Vírus de influenza aviária de baixa patogenicidade oriundos de aves 

aquáticas de vida livre têm sido introduzidos em plantéis de galináceos e de aves 

aquáticas domésticas. Os galináceos (galinhas, perus, codornas e galinhas 

d’Angola) de diversos sistemas de produção agrícola podem se infectar pelo AIV 

desde que duas condições sejam atendidas: exposição e adaptação. A exposição 

pode ocorrer quando há criação ao ar livre, acesso ao meio externo nos sistemas 

semiconfinados, acesso de aves silvestres às instalações ou exposição ambiental, 

como o uso de águas superficiais contaminadas pelo vírus. A exposição resultará 

em infecção significante apenas se o vírus for suficientemente adaptado ao 

hospedeiro. Esse AIV adaptado aos galináceos passa então a circular dentro dos 

sistemas de produção, sejam eles de subsistência ou comerciais (SWAYNE, 2007).  

 Aves domésticas aquáticas criadas de forma livre podem constituir uma 

importante fonte de transmissão da influenza A as demais espécies domésticas, 

principalmente se são criadas sob as mesmas condições de manejo e interagem 

com espécies silvestres (KOCH; ELBERS, 2006). Os patos podem ser considerados 

verdadeiros “cavalos de Tróia” com relação aos vírus H5N1 asiático, uma vez que 

este vírus se torna menos patogênico para esta espécie mas permanece patogênico 

para outras aves domésticas e, potencialmente, para humanos; sendo assim, o 

papel dos patos na propagação destes vírus gera grande preocupação para a saúde 

humana e animal  (HULSE-POST et al., 2005; KIM et al., 2009). 
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 Tipicamente, as aves de subsistência circulam livremente pela vizinhança 

durante o dia, podendo ter acesso a ruas, campos, corpos de água e depósitos de 

lixo. À noite são recolhidas e mantidas em lugares mais protegidos, como 

galinheiros, gaiolas rudimentares ou até mesmo em aposentos domésticos. Esse 

tipo de manejo contribui para a introdução da influenza aviária na população avícola, 

predispondo ao desenvolvimento de subtipos de alta patogenicidade e aumentando 

a possibilidade de transmissão aos seres humanos (IQBAL, 2009; EL-ZOGHBY et 

al., 2011; SHETA et al., 2014).  

  Em Bangladesh, país asiático onde 90% da população pratica a avicultura 

familiar, verificou-se que o risco de infecção pelo AIV H5N1 pode aumentar neste 

tipo de criação devido a fatores ambientais, agroecológicos, físicos, sociais e 

culturais. Humanos e aves domésticas, especialmente patos, compartilham dos 

mesmos mananciais de água que as aves silvestres e migratórias, seja para banho, 

pesca ou lavagem de roupas. Além disso, 93% das 300 famílias visitadas relataram 

que durante a noite as aves são mantidas dentro de casa. Estas ações permitem 

que tanto humanos quanto aves sejam facilmente infectados uns pelos outros 

(KHAN et al., 2012). 

 O comércio e a troca de aves vivas, prática comum em algumas 

comunidades, podem contribuir para a perpetuação da infecção pelo AIV e 

disseminação a outras criações. Em mercados locais de aves vivas, por exemplo, 

animais de diferentes origens e espécies compartilham de um mesmo espaço. 

Aqueles não vendidos retornam as suas criações e os ali adquiridos são introduzidos 

nos plantéis sem que qualquer medida sanitária, como a quarentena, seja tomada 

(VAN DEN BERG, 2009; KHAN et al., 2012). 

 A importância das aves de subsistência na disseminação e/ou perpetuação 

da influenza aviária foi relatada por diversos grupos (WERNER; STARICK; GRUND, 

2003; SEDYANINGSIH et al., 2007; BISWAS et al., 2009; EL-ZOGHBY et al., 2011; 

SULTANA et al., 2012; WANG et al., 2013). Por outro lado, alguns autores 

mencionam que criações de fundo de quintal teriam menor susceptibilidade à 

infecção pelo AIV do que os plantéis comerciais e que a contribuição deste tipo de 

população na epidemiologia da influenza aviária pode ser considerada de baixa a 

moderada (BAVINCK et al., 2009; SMITH; DUNIPACE, 2011). 
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2.2.3  Importância da interação das aves de subsist ência com aves silvestres 

 

 

  O contato contínuo com aves silvestres, nativas ou migratórias, assim como 

a ausência de medidas de biosseguridade, torna as criações de subsistência muito 

mais vulneráveis à infecção por AIV do que os plantéis comerciais (ALEXANDER, 

2000; EL-ZOGHBY et al., 2011).  

 No norte da Itália, durante vigilância ativa realizada em aves de subsistência 

e em aves silvestres, principalmente migratórias, entre os anos de 2004 e 2006, 

verificou-se que a disponibilidade de comida nas criações de fundo de quintal atraía 

as aves silvestres, resultando na interação entre animais domésticos e selvagens e 

na deposição de excrementos, favorecendo a introdução da influenza aviárias 

nestas populações. Observou-se também que o comércio ou trânsito de aves de 

subsistência ou de matéria orgânica contaminadas poderia levar à disseminação do 

vírus às criações comerciais (TERREGINO et al., 2007).   

 A primeira introdução do vírus HPAI H5N1 no Egito, em fevereiro de 2006, 

foi atribuída à interface aves migratórias-aves de subsistência. Atividades de 

vigilância na população de fundo de quintal foram mantidas a partir daí e em 2007 

detectou-se a presença de anticorpos para o subtipo H5 em 4,3% (n = 207) das 

amostras de soro analisadas. A partir destes resultados, concluiu-se que se faz 

necessário o monitoramento contínuo destas criações, principalmente daquelas 

próximas a áreas alagadas, a fim de detectar precocemente a introdução de novos 

vírus, uma vez que as criações de fundo de quintal parecem desempenhar um papel 

central na perpetuação e circulação ambiental do AIV no país (ALY; ARAFA; 

HASSAN, 2008; EL-ZOGHBY et al., 2011). 

A importância da interação entre aves domésticas de subsistência e aves 

silvestres como uma potencial rota de transmissão de influenza aviária também foi 

alvo de estudo em duas regiões rurais da Nova Zelândia onde o AIV havia sido 

previamente detectado em patos selvagens. Pequenos plantéis não comerciais de 

aves de subsistência foram amostrados e não foram detectados anticorpos 

específicos para H5 e H7 em qualquer uma das amostras positivas de galinhas 
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(11/309) ou de patos (16/54) no teste de ELISA. No entanto, o estudo confirmou que 

as pequenas criações de aves de fundo quintal localizadas próximas a habitats de 

aves silvestres aquáticas foram expostas a vírus não notificáveis de influenza 

aviária. Adicionalmente, os achados indicaram potenciais rotas de transmissão da AI 

entre aves selvagens e plantéis não comerciais e, portanto, a necessidade de uma 

vigilância continuada nestas populações (ZHENG et al., 2010). 

A localização próxima a mananciais de água que servem de ponto de 

congregação de aves silvestres, aves aquáticas e pragas, assim como a falta de 

alojamentos adequados, foram fatores de risco importantes para a transmissão da 

influenza aviária a plantéis de aves de subsistência de três regiões de Maryland, 

EUA.   Apesar do RNA do AIV não ter sido detectado nas criações amostradas, 

quase um quarto dos plantéis apresentou anticorpos para influenza A, indicando a 

exposição prévia das aves ao agente. Os autores salientam que medidas simples de 

biosseguridade, como proteger as aves domésticas do contato com aves silvestres e 

a implantação de um plano de controle de pragas, auxiliariam na mitigação de riscos 

para a saúde humana e animal (MADSEN et al., 2013b). 

 

 

2.3  AVES MIGRATÓRIAS E INFLUENZA AVIÁRIA 

 

 

2.3.1  A migração 

 

 

 A migração em aves pode ser definida como um movimento regular e 

sazonal entre áreas de reprodução e de invernada geograficamente separadas. Dois 

tipos de migração são reconhecidos: a obrigatória e a facultativa. Na primeira, as 

aves parecem se encontrar pré-programadas para deixar suas áreas de reprodução 

em uma determinada época do ano e retornarem a ela algum tempo depois; o 

tempo, as direções e as distâncias são relativamente constantes ano a ano. Já a 

migração facultativa é considerada opcional; os indivíduos podem migrar em um ano 
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e não em outro, dependendo da oferta de alimento e das condições do tempo 

(NEWTON, 2011). 

 Mais de dois terços das aves terrestres que se reproduzem na América do 

Norte migram longas distâncias para áreas de não reprodução no México, América 

Central, América do Sul e ilhas do Caribe. Apesar de algumas aves serem capazes 

de fazerem voos sem paradas entre os pontos de origem e de destino, muitas aves 

migrantes alternam períodos de voo com períodos de descanso para alimentação e 

descanso (MOORE et al., 2005).  

Das 1919 espécies de aves registradas no Brasil, nem todas se reproduzem 

no país. Há um número razoável de espécies que se reproduzem em outras partes 

do planeta e usam os ecossistemas brasileiros somente durante o período não 

reprodutivo. As aves mais conhecidas desse grupo são as espécies migrantes 

neárticas, que são as que se reproduzem na América do Norte e passam o período 

não reprodutivo na região Neotropical (CI-BRASIL, 2011; ICMCBIO, 2015). 

 Os habitats selecionados pelas aves migratórias ao longo de suas rotas são 

diversos e estão relacionados aos hábitos alimentares, disponibilidade de recursos e 

táticas de forrageamento das espécies envolvidas. Devido à distribuição 

descontinuada desses recursos, as aves migrantes geralmente se concentram em 

áreas específicas onde trocam as penas, alimentam-se e adquirem reservas 

energéticas para a continuação da viagem (ICMCBIO, 2015). 

 

 

2.3.2  Rotas migratórias 

 

 

 A área geográfica total utilizada por uma população, espécie ou grupos de 

espécies durante seu ciclo anual é chamada de rota migratória. Sendo assim, a rota 

migratória compreende todos os sistemas ecológicos necessários para a 

sobrevivência e cumprimento do ciclo anual, incluindo áreas de reprodução e de não 

reprodução, os lugares de alimentação e descanso e a área dentro da qual as aves 

migram (BOERE; STROUD, 2006; KIRBY et al., 2008). 

 As rotas migratórias das aves não são caminhos específicos, mas sim rotas 

gerais que muitas aves migrantes tendem a seguir. Para orientação da migração as 



59 

 
 

 

aves utilizam as estrelas, o sol, o campo magnético da Terra e até mesmo o olfato 

(WILTSCHKO; WILTSCHKO, 2003; GAGLIARDO, 2013). 

 De modo geral, as aves que migram a partir da costa leste do Canadá e dos 

Estados Unidos atravessam o Atlântico em voos ininterruptos, ou fazendo paradas 

em ilhas do Caribe, até a América do Sul. Já aquelas que migram pelo interior do 

Canadá e Estados Unidos atravessam a América Central pela costa Atlântica ou 

pela costa Pacífica (ICMCBIO, 2015). 

 Segundo o The Wetlands International, são reconhecidas nove principais 

rotas migratórias no mundo: Atlântica das Américas, Central das Américas, Pacífica 

das Américas, Atlântica Oriental, Centro-Asiática, Ásia Oriental-Australásia, Mar 

Negro-Mediterrâneo, Ásia Ocidental-África Oriental e Pacífica Central (Figura 2). 

 Nas Américas, especificamente, destacam-se quatro rotas migratórias: 

Pacífica, Central, Mississipi e Atlântica (NATIONAL AUDUBON SOCIETY, 2016). No 

Brasil (Figura 3), existem cinco rotas principais que são utilizadas, principalmente, 

pelas aves migratórias neárticas: Atlântica, Nordeste, Brasil Central, Amazônia 

Central/Pantanal e Amazônia Ocidental (ICMCBIO, 2015).  

 

Figura 2 - As nove principais rotas migratórias do mundo 

 
              Fonte: http://wpe.wetlands.org/Iwhatfly (2016), adaptação de Reischak (2016) 
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2.3.3  Papel das aves migratórias na epidemiologia da influenza aviária 

 

 

 As aves migratórias são reservatórios naturais do AIV, hospedam uma 

ampla diversidade de subtipos e constituem uma população dinâmica para a 

evolução viral e a transmissão a aves domésticas e mamíferos (MACHALABA et al., 

2015). 

 A dispersão do AIV na natureza está intrinsicamente relacionada ao 

movimento das aves selvagens, uma vez que a migração pode facilitar a circulação 

do vírus entre as áreas de reprodução e não reprodução. Os sítios de não 

reprodução, por exemplo, podem atuar como verdadeiras “áreas de mistura” do AIV, 

pois possibilitam o contato intercontinental entre aves de diferentes origens, criando 

oportunidades de rearranjo viral (FOUCHIER; MUNSTER, 2009; HILL et al., 2012). 

 Apesar de não ter havido participação das aves selvagens no surto inicial de 

HPAI H5N1 nas aves domésticas da Ásia em 2003-2004, o padrão de dispersão da 

doença a outros países e a alta mortalidade observada em aves selvagens na China 

na primavera de 2005, sugere o possível envolvimento das aves aquáticas 

migratórias na transmissão da influenza aviária. No entanto, as atividades humanas 

de comércio legal e ilegal, particularmente aquelas associadas com aves 

domésticas, contribuíram significativamente para a dispersão global da enfermidade 

(GAUTHIER-CLERC; LEBARBENCHON; THOMAS, 2007; FAO, 2007). 
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Figura 3 - Principais rotas de aves migratórias Brasil 

 

.                        Fonte: ICMCBIO (2015), adaptação de Reischak (2016) 

 

 

 O papel das aves migratórias como responsáveis pela introdução de um 

novo vírus HPAI H5N2 em um plantel comercial de perus em British Columbia, 

Canadá, em 2014, foi discutido por Pasick et al. (2015). O fato dos surtos terem 

ocorrido em um período do ano em que a atividade migratória na região é intensa e 

considerando também o relato de detecção de um vírus HPAI H5N8 Euroasiático em 

um falcão nos Estados Unidos, sugere que o vírus tenha sido introduzido na América 

do Norte pelas aves migratórias e, posteriormente, sofrido rearranjo com vírus 

nativos.  

 Em um trabalho de predição do risco de disseminação global do H5N1 foram 

avaliados os dados de relações filogenéticas, movimento de aves migratórias e 

comércio de aves domésticas e selvagens de 52 eventos de introdução individual. 

Os autores concluíram que o movimento das aves migratórias foi a principal via de 

dispersão do vírus H5N1 na Europa, enquanto na Ásia e África houve participação 

tanto das aves migratórias como das domésticas (KILPATRICK et al., 2006). 
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2.4 VIGILÂNCIA ATIVA PARA INFLUENZA AVIÁRIA 

 

 

Um sistema de vigilância constante e global é o meio mais eficaz de se 

identificar e controlar a influenza animal. Nos últimos anos, as atividades de 

vigilância ativa se intensificaram mundialmente com o intuito de detectar 

precocemente a infecção por vírus de influenza aviária de baixa patogenicidade 

(FOUCHIER; OSTERHAUS; BROWN, 2003). De acordo com Comin et al. (2012), a 

detecção precoce da infecção por LPAIV se tornou extremamente importante em 

virtude do potencial de mutação destes em vírus de influenza aviária de alta 

patogenicidade (HPAIV). 

 

 

2.4.1 Vigilância em aves de subsistência 

 

 

Na Itália, durante o período de 2004 a 2006, diferentes subtipos de AIV foram 

isolados a partir de amostras colhidas em propriedades onde se mantinham criações 

mistas de patos, galinhas, perus e galinhas d’Angola. As amostras foram triadas por 

PCR em tempo real e todas aquelas com resultado positivo foram submetidas à 

prova de isolamento viral em ovos embrionados SPF. Excluindo um vírus isolado a 

partir de galinha d’Angola, todos os demais isolados (26) foram obtidos a partir de 

anseriformes domésticos (TERREGINO et al., 2007), evidenciando mais uma vez o 

papel das aves aquáticas domésticas na perpetuação da LPAI na natureza 

(WEBSTER; HULSE, 2004).   

Estudo similar foi realizado no Irã, a fim de avaliar a exposição de aves de 

subsistência ao vírus H9N2 que ocasionou um surto de LPAI na indústria avícola 

iraniana em 1998. A soroprevalência para H9N2 foi determinada em galinhas de 

fundo de quintal de aldeias localizadas na região do mar Cáspio (HADIPOUR, 2010) 

e do lago Maharlou (HADIPOUR; HABIBI; VOSOUGUI, 2011), regiões estas que 

recebem, anualmente, numerosas espécies de aves migratórias. A média de títulos 

encontrados ao teste de HI e a soroprevalência para H9N2 foram, respectivamente, 
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6.52 e 72,98% na região do mar Cáspio e 7.73 e 81,6% na região do lago Maharlou. 

De acordo com estes resultados, os autores concluíram que o subtipo em questão é 

endêmico nas aves de fundo de quintal do Irã e que isso ocorre devido ao contato 

estreito e frequente das aves de subsistência com numerosas e diferentes espécies 

de aves aquáticas migratórias. 

Uma triagem baseada em amostras de sangue e em suabes de cloaca e de 

traqueia para estudar a prevalência da influenza A na população avícola de Grenada 

foi realizada em 2009 e 2010. Foram colhidas 230 amostras de sangue de aves de 

fundo de quintal, sendo 143 galinhas, 45 patos, 10 perus, 01 galinha-de-Angola e 31 

pombos. As amostras foram submetidas ao teste de ELISA e 27 amostras de 

galinhas apresentaram anticorpos para o AIV (SABARINATH et al., 2011). No 

entanto, não houve detecção do AIV por PCR em tempo real ou isolamento viral a 

partir dos 230 “pools” de suabes de cloaca e de traqueia coletados.  

Entre 2007 e 2009, monitorias ativas foram conduzidas em aves de fundo de 

quintal (galinhas, galinhas-de-Angola e patos) em quatro áreas de Côte d’Ivoire, 

incluindo duas áreas onde ocorreram surtos de H5N1 em 2006. No total, foram 

colhidas 5578 amostras de soro, 4580 suabes de traqueia e 5120 suabes de cloaca. 

Utilizando o teste de HI detectou-se 277 amostras de soro positivas para H5 e 36 

amostras positivas para H7; todas as amostras foram negativas para H9. Não houve 

detecção de suabes positivos por RT-PCR. Os dados encontrados confirmaram a 

circulação dos subtipos H5 e H7 dentre a população de aves de fundo de quintal da 

região (COUACY-HYMANN et al., 2012a). 

No Timor Leste (SERRÃO et al., 2012) um estudo também foi conduzido para 

determinar a prevalência de anticorpos para influenza aviária em galinhas de fundo 

de quintal. De um total de 1134 amostras de soro, apenas quatro foram positivas por 

ELISA competitivo. Estas quatro amostras foram posteriormente submetidas à prova 

de HI para pesquisa de anticorpos para os subtipos H5N1, H5N3, H7N3 e H9N2, 

mas todas resultaram negativas. Segundo os autores, os resultados sugerem que 

estas quatro aves foram expostas a vírus da AI de baixa patogenicidade de 

diferentes subtipos. 

Em virtude da falta de informação sobre a circulação do AIV em aves de 

subsistência de Omã, no Oriente Médio, foi realizado um estudo de soro-vigilância e 
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fatores de risco nestas criações. Foram colhidas amostras de soros e de suabes em 

243 criações do país, totalizando 2350 aves amostradas. Os resultados dos testes 

sorológicos demonstraram que 90% das criações de subsistência do país estão 

expostas ao AIV, podendo representar risco aos plantéis comerciais e às aves 

migratórias. Essa alta soroprevalência parece estar associada a fatores de risco tais 

como exposição a aves selvagens, introdução de novas aves nas criações, interação 

com criações vizinhas e alimentação com resíduos crus de aves (SHEKAILI et al., 

2015) 

Um programa de vigilância para influenza aviária em aves de subsistência foi 

também realizado na Argentina entre 1998 e 2005. Esta população foi escolhida em 

virtude da falta de medidas de biosseguridade das criações e pelo fato de estar 

exposta a um possível contato com aves selvagens. Foram testadas mais de oito mil 

amostras de soro por ELISA e/ou AGID e mais de 18 mil suabes de traqueia e 

cloaca foram submetidos ao isolamento viral. Nenhum resultado positivo foi 

detectado durante todo o período estudado (BUSCAGLIA et al., 2007). 

Um inquérito epidemiológico de doenças respiratórias, incluindo a influenza 

aviária, foi realizado em aves de subsistência do Parque Nacional da Lagoa do 

Peixe no Rio Grande do Sul por Marks (2014). No estudo, foram colhidas amostras 

de suabes e soro de 411 aves (das quais 389 eram galinhas) em 48 domicílios. 

Apenas seis aves foram positivas para influenza A por ELISA, mas nenhuma 

positividade foi encontrada no ensaio de PCR em tempo real a partir dos suabes. Os 

resultados encontrados, somados à ausência de relatos de surtos ou enfermidade 

nas aves e a uma modelagem de espalhamento da AI no RS, levaram a autora a 

concluir que há circulação de LPAI na região, podendo a mesma servir como porta 

de entrada para o AIV. 

 

 

2.4.2 Vigilância em aves migratórias 

 

 

 Em condições naturais, as infecções pelo AIV em aves selvagens são 

tipicamente apatogênicas ou subclínicas (WEBSTER et al., 1992; VAN GILS et al., 



65 

 
 

 

2007). Após a emergência do HPAI H5N1 na Ásia e a dispersão deste a outros 

países, programas de vigilância em aves selvagens migratórias foram 

implementados, ainda que de forma esporádica e geograficamente tendenciosa 

(MACHALABA et al., 2015). 

 Entre abril de 2006 e março de 2011, os Estados Unidos executaram um 

plano estratégico para detecção precoce de AIV em aves migratórias. Inicialmente 

motivado pelo envolvimento das aves migratórias nos surtos de HPAI H5N1 na Ásia 

(DELIBERTO et al., 2009), o sistema de vigilância foi reestruturado ao longo do 

tempo para a detecção do maior número de vírus de influenza A possível, 

independentemente de sua patogenicidade. Durante este período, foram coletadas 

pelo Departamento de Agricultura dos EUA, aproximadamente, 284 mil amostras 

nas quatro principais rotas migratórias das Américas (Atlântica, Pacífica, Central e 

Mississipi). Mais de 250 espécies de aves selvagens foram amostradas, mas 86% 

das amostras foram obtidas de patos, gansos, cisnes e aves limícolas. Foram 

isolados 513 vírus, sendo que de 413 deles foi possível obter a identificação exata. 

Os subtipos mais frequentes foram H3, H4, H5 e H7 e N2, N3 e N6 e os vírus mais 

encontrados foram, respectivamente, H5N2, H4N6 e H7N3 (PEDERSEN; 

SWAFFORD; DELIBERTO, 2010; BEVINS et al., 2014).   

Após o relato de surtos de HPAI H5N2 em British Columbia, Canadá, em 

novembro de 2014, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos intensificou 

as atividades de vigilância para influenza aviária ao longo da fronteira do Canadá, 

especialmente em aves domésticas, aves selvagens caçadas e aves selvagens 

encontradas mortas. Em dezembro de 2014, uma alta mortalidade em aves 

aquáticas foi detectada no Lago Wiser, em Washington, em dezembro de 2014. Os 

suabes cloacais e traqueais de cinco aves foram positivos para o subtipo H5 do AIV, 

sendo que um vírus H5 clado 2.3.4.4 de linhagem Euroasiática foi isolado de uma 

amostra de pulmão. Dias mais tarde, um vírus similar foi isolado de um falcão-

gerifalte (Falco rusticolus) de um cativeiro localizado a aproximadamente oito 

quilômetros do Lago Wiser. Este e outros falcões do cativeiro foram alimentados 

com uma ave aquática que havia sido capturada. A detecção deste vírus em aves 

selvagens sugere que estas possam contribuir para a disseminação desta linhagem 

de H5 na América do Norte (IP et al., 2015).  



66 

 
 

 

 Vigilância anual para influenza aviária em aves selvagens também é 

conduzida na Coréia do Sul desde 2008. Dentre os subtipos detectados nas aves 

capturadas, o H5 foi o único isolado nos anos de 2010 e 2014, vindo de encontro 

com os surtos de HPAI H5N1 e H5N8 que ocorreram em plantéis de aves comerciais 

nestes mesmos anos e sugerindo o papel chave das aves selvagens na introdução e 

disseminação da HPAI no país (KIM et al., 2012; JEONG et al., 2014).  

 A primeira pesquisa oficial de influenza aviária em aves selvagens na Europa 

ocorreu em 2002 por adesão voluntária dos países membros. Entre 2003 e 2004 

apenas onze países participaram do programa e foram encontradas nove amostras 

positivas para AIV (seis vírus H7, nenhum H5) em 2003 (n = 3829) e 214 positivas 

em 2004 (n = 8943), das quais 15 H5 e sete H7. Já em 2005 o número de aves 

amostradas foi seis vezes maior (n = 47.232), em virtude da adesão de todos os 

países; deste total, 1315 amostras foram positivas para AIV, sendo 156 para o 

subtipo H5 e nove para o subtipo H7. Em resposta aos surtos de HPAI H5N1 

asiático em países membros, a vigilância ativa e passiva para influenza em aves 

selvagens tornou-se compulsória em 2006 e espécies migratórias das ordens 

Charadriiformes e Anseriformes, classificadas como de alto risco, foram o alvo da 

atividade. Foram testadas 120.706 aves e foram detectadas 591 positivos para HPAI 

H5N1 e 1615 aves positivas para LPAI, sendo 136 para LPAI H5 e 26 para LPAIV 

H7 (HESTERBERG et al., 2009).  

A partir de 2006, o número de aves silvestres amostradas na Europa diminuiu 

consideravelmente até 2013. No final de 2014, no entanto, com a detecção do vírus 

HPAI H5N8 em granjas da Holanda, Alemanha e Reino Unido, as atividades de 

vigilância em aves migratórias voltaram a se intensificar. Na Holanda, 4018 aves de 

25 espécies e pertencentes a cinco ordens foram amostradas no período de 

novembro de 2014 a fevereiro de 2015. Dentre as 334 aves positivas para AIV, 10 

foram positivas para o subtipo H5, sendo que em apenas duas piadeiras (Anas 

penelope) foi detectado o vírus HPAI H5N8; os demais isolados tratavam-se de LPAI 

H5 (VERHAGEN et al., 2015). 

Na América do Sul, os relatos de vigilância em aves selvagens migratórias 

são escassos. No Chile, um programa de vigilância focado na colheita periódica de 

aves silvestres suspeitas ou enfermas ao longo da costa foi implementado após o 
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surto de HPAI relatado em 2002. Durante os anos de 2007 a 2009, como parte das 

atividades de vigilância, foram relatados ao SAG (Servicio Agrícola y Ganadero) 

casos de aves mortas nas costas Central e Norte do país. Quatro animais infectados 

por AIV foram detectados por PCR em tempo real e três vírus LPAI (H5N9, H13N2 e 

H13N9) foram isolados de gaivotas-de-Franklin (Leucophaeus pipixcan) e de um 

gaivotão (Larus dominicanus). A análise das sequências de nucleotídeos dos vírus 

isolados indicou uma alta similaridade com vírus anteriormente detectados em aves 

selvagens na América do Norte, sugerindo uma via de disseminação de IAV ao 

longo da costa das Américas (MATHIEU et al., 2015). 

Vigilância em aves aquáticas migratórias e residentes também vem sendo 

realizada na Argentina desde 2006 como resultado de parcerias com organizações 

internacionais. Como fruto deste trabalho, as atividades de vigilância foram 

centradas em áreas localizadas ao longo de importantes rotas de aves migratórias 

(costa Atlântica e rios Paraná e Uruguai). No período de março de 2006 a dezembro 

de 2007, 2895 suabes cloacais foram colhidos de aves aquáticas mortas durante 

atividades de caça ou capturadas vivas, resultando em 12 amostras positivas para 

AIV por PCR em tempo real. Apenas um vírus H13N9 foi isolado e sequenciado 

(PEREDA et al., 2008). Entre janeiro de 2007 e julho de 2010, um total de 4504 

suabes foram colhidos e testados, resultando em 38 amostras positivas para AIV por 

PCR em tempo real. O AIV foi isolado de apenas oito amostras positivas, sendo que 

seis dos vírus foram obtidos de marrecão (Netta peposaca), uma espécie que migra 

ao Rio Grande do Sul no inverno e retorna à Argentina no verão. Os vírus isolados 

foram identificados como H5N3 (1), H6N2 (3), H6N8 (2), H7N9 (1) e H9N2 (1). Os 

cinco vírus do subtipo H6 foram completamente sequenciados (RIMONDI et al., 

2011). As análises realizadas a partir dos AIV isolados na Argentina e sequenciados 

sugerem que os vírus de influenza da América do Sul podem formar uma linhagem 

filogenética única.  

Em 2003, o MAPA e o Ministério da Saúde realizaram inquéritos amostrais 

em aves migratórias e residentes do município de Galinhos – RN e do Parque 

Nacional da Lagoa do Peixe - RS, a fim de detectar a presença do vírus da febre do 

Nilo Ocidental e de outros vírus de importância, como o vírus da influenza aviária. 

Treze dos 22 pools de suabes cloacais colhidos de aves migratórias e de aves 
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residentes de Galinhos - RN e submetidos ao isolamento viral foram positivos para 

AI, tendo sido identificado AIV subtipo H3 de baixa patogenicidade (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2004a). Já a partir dos 191 suabes cloacais colhidos de aves no Parque 

Nacional da Lagoa do Peixe, foram detectados quatro pools positivos para AI, sendo 

dois isolados do subtipo H2 e dois do subtipo H4 do AIV (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2004b). Posteriormente, sete diferentes isolados do vírus de influenza A detectados 

a partir das colheitas realizadas pelo MAPA em aves migratórias e/ou silvestres 

entre os anos de 2003 e 2006 foram subtipificados como sendo H2N3, H2N6, H3N8 

e H4N6 (CAMILLO et al., 2011). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 AMOSTRAS 

 

 

As amostras foram colhidas de aves de subsistência (galinhas, perus, patos, 

gansos, marrecos, galinhas-de-Angola) criadas no entorno de sítios de aves 

migratórias localizados nos estados da Bahia (BA), Mato Grosso do Sul (MS), Pará 

(PA), Pernambuco (PE), Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e São Paulo 

(SP) de 2011 a 2015.  

Os sítios de aves migratórias foram selecionados de acordo com os critérios 

previstos no Plano de Prevenção à Influenza Aviária em Aves Silvestres e de 

Subsistência elaborado e implantado pelo Grupo Executivo Interministerial para 

Implantação do Plano Brasileiro de Preparação para uma Pandemia de Influenza 

(GEI) instituído pelo Decreto Presidencial de 24 de outubro de 2005.  

De acordo com o Plano de Prevenção à Influenza Aviária, os critérios para a 

seleção dos sítios de aves migratórias com risco em relação à influenza aviária 

foram os seguintes: 

I. Áreas de concentração de aves migratórias aquáticas (Anseriformes e 

Charadriiformes) com positividade para IA de baixa patogenicidade em 

inquéritos anteriores;  

II. Áreas de concentração de Anseriformes silvestres e/ou domésticos na 

proximidade de áreas úmidas (alagadiças), com concentração de população 

humana e com criação de aves (comercial e de subsistência);  

III. Áreas de concentração e/ou reprodução de aves migratórias aquáticas 

(Anseriformes e Charadriiformes), em áreas continentais ou em até 30 km da 

costa, sem informação epidemiológica, associadas à concentração de 

população humana e criação de aves (comercial e de subsistência).  

 

O Quadro 2 apresenta os sítios de aves migratórias monitorados neste 

trabalho. 
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Quadro 2 - Sítios de aves migratórias monitorados e critérios de seleção adotados de acordo com o 
Plano de Prevenção à Influenza Aviária  

 
Sítio  Município  UF Critérios  

Mangue Seco Jandaíra BA 1 e 2 
Cacha Pregos Itaparica BA 3 

Pantanal Corumbá MS 3 
Ilha de Marajó Breves, São S. da Boa Vista PA 2 e 3 
Baía de Marajó São Caetano de Odivelas PA 2 e 3 
Coroa do Avião Igarassu PE 1 e 2 

ESEC Taim Santa Vitória do Palmar RS 2 e 3 
Foz do Rio Araranguá Araranguá SC 2 e 3 

Foz do Rio Tijucas Tijucas SC 2 e 3 
Ilha do Cardoso e Ilha 

Comprida 
Cananéia e Ilhas costeiras SP 2 e 3 

   Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 A execução das atividades de monitoria em aves de subsistência é 

descentralizada, sendo de responsabilidade das UFs onde estão localizados os 

sítios. A programação das colheitas oficiais para monitoramento de sítios de aves 

migratórias foi previamente comunicada à Coordenação de Sanidade Avícola (CSA) 

do Departamento de Saúde Animal (DSA) do MAPA pelo SVO de cada UF. Foram 

informados, com antecedência mínima de 30 dias, a data prevista da expedição, o 

local da colheita e uma estimativa do quantitativo de amostras a serem colhidas. 

Coube às UFs a organização das colheitas e a determinação da periodicidade 

destas, de acordo com a disponibilidade de recursos financeiros e de pessoal.  

 A vigilância epidemiológica para influenza aviária foi realizada em explorações 

de aves de subsistência localizadas ao redor de 10 Km dos sítios de aves 

migratórias, sendo que o número de explorações e o número de aves a serem 

amostradas em cada exploração foram definidos de acordo com os seguintes 

critérios: 

a) Para explorações com galinhas, perus e codornas: o número de explorações foi 

definido de forma a assegurar a identificação de, pelo menos, uma exploração 

infectada, se a prevalência de explorações infectadas for de pelo menos 5%, com 

intervalo de confiança de 95% e sensibilidade de 99%. O número de explorações 

para esta categoria de aves está demonstrado no Quadro 3.  
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Quadro 3 - Número de explorações amostradas de galinhas, perus e codornas com relação ao 
número de explorações existentes na região estudada 

 
Número de explorações (galináceos) Número de explorações amostradas 

Até 27 Todas 
28 a 34 28 
35 a 50 35 
51 a 80 42 
81 a 250 53 
251 a 500 56 

Maior de 500 59 
                Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 

 O número de galinhas, perus e codornas a ser amostrado em cada exploração 

foi definido de forma a garantir, com probabilidade de 95%, a identificação de pelo 

menos uma ave soropositiva, considerando que a prevalência de aves soropositivas 

seja igual ou superior a 30%. O Quadro 4 demonstra o número de aves destas 

espécies que foram amostradas em cada exploração.  

 
Quadro 4 - Número de galinhas, perus e codornas amostrados em relação ao número de aves 

existentes em cada exploração 
 

Número de galináceos/exploração Número de aves a serem amostradas 
4 Todas 

5 a 8 5 
9 a 13 6 
14 a 24 7 
25 a 78 8 
79 a 200 9 

Maior de 200 10 
                 Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 

b) Para explorações com anseriformes: o número de explorações com 

anseriformes a amostrar foi definido a forma a assegurar a identificação de, pelo 

menos, uma exploração infectada se a prevalência de explorações infectadas for de, 

pelo menos, 5% com intervalo de confiança e sensibilidade de 99%. O número de 

explorações de anseriformes amostradas está apresentado no Quadro 5. 
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Quadro 5 - Número de explorações de anseriformes amostradas com relação ao número de 
explorações existentes na região estudada 

 

Número de explorações de anseriformes Número de explorações a serem amostradas 
Até 46 Todas 
47 a 60 47 
61 a 100 59 
101 a 350 80  

Maior de 350 90 
          Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 

 O número de anseriformes a ser amostrado em cada exploração foi definido de 

forma a garantir, com probabilidade de 95%, a identificação de pelo menos uma ave 

soropositiva, considerando que a prevalência de aves soropositivas seja igual ou 

superior a 30%. Sendo assim, em cada exploração com anseriformes foram colhidas 

amostras de 20 aves. 

 A fim de auxiliar na seleção das explorações a serem amostradas foram 

elencados fatores aos quais foram atribuídos pesos. Todos os fatores receberam 

peso 1, com exceção do item “a”, ao qual foi atribuído peso 2. Foram amostradas as 

propriedades que concentraram o maior número possível de fatores e, portanto, que 

obtiveram a maior pontuação:  

a) Existência de aves anseriformes; 

b) Presença de mais de uma espécie de ave na mesma exploração; 

c) Alta densidade de aves; 

d) Existência de pontos de atração (como lagos e açudes) de aves silvestres; 

e) Evidência de contato próximo entre aves domésticas e aves migratórias; 

f) Presença de aves de múltiplas idades; 

g) Ocorrência de comercialização de aves e seus produtos; 

h) Aves criadas em liberdade; 

i) Utilização de água superficial para servir de água de bebida às aves. 

Os materiais foram colhidos pelo Serviço Veterinário Oficial como parte das 

atividades de vigilância ativa para influenza aviária realizadas pelo MAPA e 

consistiam de amostras de soro, suabes de cloaca e suabes de traqueia. Estas 

amostras foram colhidas de acordo com as orientações previstas na Nota Técnica 

CSA n° 16/2012 (Vigilância epidemiológica para influenza aviária e doença de 
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Newcastle em sítios de aves migratórias) e no protocolo descrito no Anexo VI 

(Procedimentos para necropsia, colheita de amostras e envio ao laboratório) do 

Plano de Contingência para Influenza Aviária e Doença de Newcastle do MAPA 

(2013). 

As amostras de soro foram acondicionadas em microtubos de 2 ml e 

encaminhadas resfriadas (2°C a 8°C) ou congeladas (-20°C) ao Laboratório Nacional 

Agropecuário em São Paulo (Lanagro-SP). Já os suabes de cloaca e traqueia foram 

colhidos individualmente e acondicionados em microtubos contendo 1 ml de um dos 

meios de transporte preconizados no Anexo VII do Plano de Contingência para 

Influenza Aviária e Doença de Newcastle (2013). Após a colheita, o material foi 

armazenado a -80°C ou temperaturas inferiores até o momento do encaminhamento 

ao Lanagro-SP. 

No momento da chegada dos materiais no laboratório, estes foram 

registrados e procedeu-se a triagem e armazenamento das amostras. Amostras de 

soro lipêmicas, hemolisadas ou com indícios de contaminação bacteriana foram 

consideradas inadequadas para análise e descartadas. Suabes de cloaca e/ou 

traqueia encaminhados sem meio de transporte ou em meios não preconizados pelo 

PNSA também foram considerados inadequados e descartados. Os suabes de 

cloaca e traqueia foram processados individualmente ou em pools de até cinco 

suabes. Os pools foram constituídos por suabes do mesmo tipo (cloaca ou traqueia), 

de aves da mesma exploração e da mesma espécie.  

A fim de preservar a integridade do material até a realização dos ensaios, as 

amostras de soro foram armazenadas a -20°C e os suabes a -80°C. 

 
 

3.2 ENSAIOS LABORATORIAIS 
 
 
 Todos os ensaios laboratoriais foram realizados nas dependências da 

Unidade de Sanidade Aviária do Laboratório Nacional Agropecuário em São Paulo 

(Lanagro-SP), de acordo com os requisitos da NBR ISO:IEC 17025:2005. 

  As provas laboratoriais empregadas neste trabalho estavam de acordo com 

aquelas recomendadas pela OIE (2015) com o propósito de vigilância para influenza 

aviária.  
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 A Figura 4 apresenta o fluxograma de trabalho empregado para as análises 

laboratoriais. 
 
 
Figura 4 - Fluxograma de trabalho empregado para as análises laboratoriais  

 
 
Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
 
 
 
3.2.1 cELISA   
 
 

Todas as amostras de soro colhidas foram submetidas a um teste de ELISA 

competitivo (cELISA AIV) utilizando-se, para isso, o kit comercial Biochek Type A 

Influenza Multispecies Antibody Test Kit. Este kit detecta anticorpos para a NP do 

vírus influenza A a partir de amostras de soro de qualquer espécie animal. 

De maneira bastante simples, as amostras de soro foram diluídas e 

acrescentadas aos poços de uma microplaca sensibilizada com antígeno inativado 

oriundo da nucleoproteína do vírus influenza A. Qualquer anticorpo para influenza A 

presente na amostra competia com anticorpos monoclonais anti-influenza A 

conjugados com fosfatase alcalina. Anticorpos não específicos e proteínas séricas 

eram removidos nas lavagens.   

 Previamente à realização da prova de cELISA AIV as amostras de soro foram 

diluídas a 1:50 em tampão diluente de amostra e procedeu-se também o preparo do 
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substrato e da solução de lavagem, de acordo com as orientações do fabricante. 

Todos os reagentes foram mantidos à temperatura ambiente antes do início da 

prova para estabilização. O ensaio foi realizado de acordo com o seguinte protocolo: 

a) As placas impregnadas com o antígeno foram removidas do envelope e a 

posição das amostras na placa foi preenchida no template; 

b) 50 µl do controle negativo foram adicionados aos orifícios A1 e B1; 

c) 50 µl do controle positivo foram adicionados aos orifícios C1 e D1; 

d) 50 µl de cada uma das amostras a serem testadas foram adicionados a cada 

um dos poços de placa, de acordo com o template; 

e) 50 µl do conjugado foi agregado a cada um dos poços; 

f) A placa foi então coberta e incubada durante 60 min à temperatura ambiente 

(18°C a 23°C); 

g) Após este período de incubação, procedeu-se a lavagem da placa em 

lavadora automatizada. Foram realizados 4 ciclos de aspiração e dispensa de 

350 µl da solução de lavagem; 

h) Em seguida, a placa foi invertida e batida vigorosamente contra papel 

absorvente; 

i) Foram adicionados então 100 µl do substrato a cada um dos poços e a placa 

coberta foi novamente incubada à temperatura ambiente por 30 min; 

j) Ao final deste período, foram adicionados a todos os poços 100 µl da solução 

bloqueadora. A placa foi lida em espectrofotômetro a 450 nm e os dados 

foram automaticamente transferidos para o software responsável pela 

interpretação dos resultados (Biochek II Diagnostic Software). 

 
 
3.2.1.1 Interpretação dos resultados 
 
 
 Para que a corrida fosse considerada válida, a média das absorbâncias dos 

controles negativos deveria ser menor do que 0,4 e a diferença entre a média dos 

controles negativos e a média dos controles positivos deveria ser maior do que 0,15. 

 A quantidade relativa de anticorpos para influenza A presente nas amostras 

foi calculada pelo software do fabricante, pela referência com o controle negativo 
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(razão S/N – Sample to Negative Ratio). Dessa forma, as amostras com razão S/N 

menor ou igual a 0.6 foram consideradas positivas (título maior ou igual a 938). 

 

 

3.2.2 Prova de inibição da hemaglutinação 

 

 

Todas as amostras de soro com resultado positivo ao teste de cELISA foram 

submetidas à prova de inibição da hemaglutinação (HI) para pesquisa de anticorpos 

para os dezesseis subtipos do vírus da influenza aviária (H1 a H16). A prova de HI 

foi realizada de acordo com a metodologia descrita no Manual of Diagnostic Tests 

and Vaccines for Terrestrial Animals (OIE, 2015), utilizando-se antígenos e soros 

controle positivos homólogos inativados, produzidos pelo Instituto Zooprofilático 

Experimental de Veneza (IZSVe), laboratório de referência da Organização Mundial 

de Saúde Animal (OIE), específicos para cada subtipo viral (Quadro 6). Para 

realização da prova de HI foram cumpridas as etapas descritas a seguir. 

 

 

3.2.2.1 Hemaglutinação (HA) 

 

 

 A fim de determinar o título inicial de cada um dos antígenos a serem 

empregados na prova de HI, os mesmos foram submetidos à prova de 

hemaglutinação (HA). Para realização desta prova foram utilizadas microplacas 

transparentes de poliestireno com 96 orifícios e fundo em “V”, assim como 

suspensão de hemácias de galos SPF (Specific Pathogen Free) a 1% e PBS 

(solução salina fosfatada tamponada) pH 7.2 ± 0.2 ou solução salina 0,85%. A 

técnica de HA foi realizada de acordo com o seguinte protocolo: 

a) 25 µl de PBS foram dispensados a cada um dos poços de uma microplaca 

com fundo em “V” com auxílio de uma micropipeta multicanal calibrada; 

b) Após, 25 µl do antígeno inativado de interesse foram agregados ao primeiro 

poço da microplaca; 
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c) A partir daí, foram feitas diluições seriadas na base 2, transferindo-se 25 µl do 

poço inicial ao segundo orifício e assim, sucessivamente, até o último orifício 

da linha, descartando-se os 25 µl finais; 

d) 25 µl de uma suspensão de hemácias de galos SPF a 1% foi adicionado a 

cada um dos orifícios, a microplaca foi vedada e incubada por 30 min à 

temperatura ambiente (18°C a 23°C); 

e) Ao final do período de incubação, foi realizada a leitura da prova para 

determinação do título do antígeno em unidades hemaglutinantes (UHA). O 

título inicial para cada um dos antígenos empregados pode ser observado no 

Quadro 6. 

 

 

3.2.2.2 Preparo dos antígenos para a prova de HI 

 

 

 A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, os antígenos foram diluídos 

em PBS com 0,4% de soro-albumina bovina e azida sódica de forma a se obter uma 

concentração de 4 UHA/25 µl. Após a diluição, os antígenos foram novamente 

titulados conforme 3.3.1 a fim de se verificar se a diluição realizada realmente 

resultava em 4 UHA/25 µl. 

 

 

3.2.2.3 Preparo das amostras de soro 

 

 

Amostras de soro de algumas espécies de aves podem auto aglutinar devido à 

presença de aglutininas séricas inespecíficas. Para evitar esse efeito, foi realizado o 

tratamento prévio das amostras por meio de adsorção com uma suspensão de 

hemácias de galos SPF a 10%, conforme protocolo a seguir: 

a)  100 μL de PBS pH 7.2 ± 0.2 ou solução salina 0,85% foram adicionados a um 

microtubo; 
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b)  Após, foram adicionados 50 μL da amostra de soro a ser tratada e 50 μL da 

suspensão de hemácias a 10%; 

c) Os microtubos foram homogeneizados a cada 10 minutos, durante 30 

minutos, a fim de manter as hemácias em suspensão; 

d) Ao final do período, os microtubos foram deixados em repouso, por 

aproximadamente 30 minutos, a fim de propiciar a completa sedimentação 

das hemácias ao fundo do microtubo; 

e) O sobrenadante foi então transferido para um novo microtubo e a amostra 

(neste caso diluída 1:4) foi utilizada para realização da prova de HI. 

 

 

3.2.2.4  Prova de HI 

 

 

a) 25 μL de PBS pH 7.2 ± 0.2 ou solução salina 0,85% foram adicionados a cada 

um dos orifícios de uma microplaca transparente de poliestireno com 96 

orifícios e fundo em “V”; 

b) Com auxílio de uma micropipeta monocanal calibrada, foram adicionados 25 

μL de cada amostra de soro a ser testada no primeiro orifício de cada fileira 

da placa; 

c) Foram feitas diluições seriadas na base 2 com micropipeta multicanal 

calibrada da seguinte forma: 

i. 25 µL do primeiro orifício da linha foi aspirado (por exemplo: orifício 

A1); 

ii. A seguir, estes 25 µL foram colocados no segundo orifício da mesma 

linha (por exemplo: A2); 

iii. O conteúdo foi então homogeneizado três vezes com auxílio da 

micropipeta multicanal; 

iv. 25 µL foram aspirados e dispensados no próximo orifício da mesma 

linha (por exemplo: A3); 

v. Estes procedimentos foram repetidos ao longo de todos os orifícios da 

linha e desprezou-se os 25 µL finais; 
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d) Após realizar a diluição das amostras de soro, foram adicionados 25 μL do 

antígeno com quatro UHA a todos os orifícios da microplaca (exceto nos 

orifícios do controle das hemácias), homogeneizando suavemente ao final; 

e) Os passos anteriores foram repetidos para cada um dos subtipos de 

hemaglutinina; 

f) A microplaca foi coberta com tampa de silicone e incubada por 30 minutos a 

temperatura ambiente (18°C a 23°C); 

g) Após este período, foram adicionados, a cada orifício, 25 μL de uma 

suspensão de hemácias de galos SPF a 1%; 

h) A microplaca foi homogeneizada suavemente, coberta e incubada por 30 min 

à temperatura ambiente; 

i) Ao final deste período de incubação foi realizada a leitura da prova, 

inclinando-se a microplaca e observando a presença (positivo) ou ausência 

(negativo) da inibição da hemaglutinação (“lágrima” escorrendo). 

j) O teste foi considerado válido apenas quando:  

i. o antígeno utilizado possuía 4 UHA/25 μL; 

ii. o soro controle positivo homólogo apresentasse título título ≥ 1:16; 

iii. o soro controle negativo apresentasse título inferior a 1:4 e não 

apresentasse hemaglutinação inespecífica. 

 

3.2.2.5 Interpretação dos resultados 

 

 

O título de HI foi considerado como sendo a maior diluição do soro em teste 

capaz de causar inibição completa das quatro UHA do antígeno. Somente os 

orifícios que apresentaram inibição completa (aspecto de “lágrima escorrendo”) 

foram considerados para a determinação do título. Orifícios que apresentaram 

inibição incompleta foram registrados, mas não considerados para a determinação 

do título. As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram título ≥ 

1:16. 
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Quadro 6 - Antígenos empregados para a realização da prova de inibição da hemaglutinação (HI) 
para pesquisa de anticorpos para o vírus da influenza aviária 

 
Antígeno Cepa viral Título (Em UHA) 

H1N1 A/duck/Italy/1447/05 (H1N1) 512 

H2N3 A/duck/Germany/1215/73 (H2N3) 128 

H3N8 A/pass/It/6000/V00 (H3N8) 64 

H4N8 A/cockatoo/England/72 (H4N8) 512 

H5N9 A/chicken/Italy/22A/98 (H5N9) 32 

H6N2 A/turkey/Canada/65 (H6N2) 1024 

H7N3 A/turkey/Italy/9289/V02 (H7N3) 256 

H8N4 A/turkey/Ontario/6118/68 (H8N4) 512 

H9N2 A/turkey/Wisconsin/66 (H9N2) 1024 

H10N1 A/ostrich/South Africa/01 (H10N1) 256 

H11N9 A/duck/Memphis/546/174 (H11N9) 512 

H12N5 A/duck/Alberta/60/76 (H12N5) 1024 

H13N6 A/gull/Maryland/704/77 (H13N6) 256 

H14N5 A/mallard/Gurjev/263/82 (H14N5) 256 

H15N9 A/wedge-tailed shearwater/Western Australia/2576/79 (H15N9) 256 

H16N3 A/gull/Denmark/68110/02 (H16N3) 256 

       Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 

 

3.2.3 Real-Time PCR para detecção de ácidos nucleic os dos vírus influenza 

A e dos subtipos H5 e H7 

 
 

3.2.3.1 Extração automatizada de ácidos nucleicos totais 

 
 

 Previamente à realização da prova de qPCR, foi realizada a extração de 

ácidos nucleicos totais a partir do meio de transporte onde foram acondicionados os 

suabes de cloaca e traqueia. 

 Para tanto, os microtubos contendo os suabes foram descongelados, 

homogeneizados por agitação e o meio de transporte transferido para um frasco 

estéril, dando origem ao inóculo. Os suabes, de acordo com as possibilidades, foram 

processados individualmente ou agrupados em pools de 5. 
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 A extração de ácidos nucleicos totais foi realizada na estação de trabalho 

automatizada MagNA Pure LC 1.0 (Roche), utilizando-se o kit comercial MagNA 

Pure LC Total Nucleid Acid Isolation Kit (Roche). 

 Para realização da extração pelo equipamento, foram preparados cartuchos 

de extração. Em cabine de segurança biológica, a cada poço de um cartucho foram 

acrescentados 350 µL da solução de lise fornecida com o kit de extração e 100 µL 

dos inóculos previamente preparados. Adicionalmente, 1,5 µL do controle interno de 

extração (Xeno™ RNA Control) foi acrescido a cada poço. Além disso, a cada 

cartucho foram adicionados dois controles negativos (água livre de nucleases), dois 

controles positivos do kit de reação de PCR (SIV-Xeno™ RNA Control Mix) e um 

controle positivo para AIV-M (vírus influenza A inativado). Após a finalização do 

cartucho, o mesmo foi armazenado a -80°C até seu processamento. 

 A extração de ácidos nucleicos no equipamento MagNA Pure LC 1.0 foi 

realizada de acordo com as instruções do fabricante. 

 
 

3.2.3.2  PCR em tempo real para detecção de ácido nucleico do vírus influenza A 

 
 

 A detecção molecular do vírus influenza A foi realizada por qPCR a partir das 

amostras eluídas obtidas na etapa anterior. Para realização da prova de qPCR foi 

utilizado o kit VetMAX™- Gold SIV Detection Kit (Life Technologies Corporation, 

Texas, EUA), comercializado pela Thermo Fisher Scientific.  

Trata-se de um ensaio multiplex que utiliza três pares de primers, sendo dois 

deles dirigidos para regiões do gene M (matriz) e um para uma região da NP 

(nucleoproteína) do vírus influenza A. O kit é constituído de todos os reagentes 

necessários para uma reação de Real Time RT-PCR em um único passo. 

Para cada reação de qPCR foram adicionados aos poços de uma microplaca 

12,5 µL de 2X Multiplex RT-PCR Buffer, 2,5 µL de Multiplex RT-PCR Enzyme Mix, 

1,0 µL de Influenza Virus Primer/Probe Mix, 1,0 µL de água livre de nucleases e 8 µL 

do RNA extraído de cada material a ser testado, totalizando 25 µL/reação.  

Em cada corrida foram adicionados também dois controles negativos (água 

livre de nucleases), pelo menos um controle positivo para AIV-M (RNA viral extraído 
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de um AIV inativado), dois controles positivos do kit (Influenza Virus - Xeno™ RNA 

Control Mix), um controle interno da extração (Xeno™ RNA Control) e um controle 

negativo do procedimento de extração (tampão de lise e Xeno™ RNA Control). 

As reações de qPCR foram realizadas em plataforma Applied Biosystems 

7500 Real-Time PCR System, sendo as condições de PCR as seguintes: 48°C por 

10 min (1 ciclo), 95°C por 10 min (1 ciclo), 95°C por 15 seg (40 ciclos) e 60°C por 45 

seg para finalização.  

A leitura dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 7500 System 

SDS Software e o threshold (nível de fluorescência onde a reação é detectada 

durante a fase exponencial) foi definido automaticamente pelo programa. 

 As amostras consideradas positivas ou suspeitas a este ensaio foram 

submetidas às provas de qPCR específicas para detecção dos subtipos H5 e H7 do 

AIV. 

 

 

3.2.3.3  PCR em tempo real para detecção de ácido nucleico dos subtipos H5 e 

H7 

 

 

 Todas as amostras consideradas positivas ou suspeitas no ensaio de 

detecção molecular do vírus influenza A (qPCR AIV) detalhado anteriormente foram 

submetidas aos ensaios específicos para o diagnóstico molecular dos subtipos H5 e 

H7 do AIV por qPCR.  

 Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos descritos por 

Spackman et al. (2002) e pelo National Veterinary Services Laboratory (NVSL), 

laboratório do Departamento de Agricultura Norte-Americano (USDA) e de referência 

para influenza aviária e doença de Newcastle da OIE. 

 Para realização da prova de qPCR em um único passo foi utilizado o kit 

AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Life Technologies Corporation). 

 As provas para detecção dos subtipos H5 e H7 tratam-se de ensaios 

multiplex, sendo realizada uma reação para detecção do subtipo H5 (linhagens 

norte-americana, euroasiática e mexicana) e outra para detecção do subtipo H7 



83 

 
 

 

(linhagens pan-americana e euroasiática). Os primers e sondas utilizados para cada 

um destes ensaios estão descritos nos Quadros 7 e 8.  

 O ensaio para detecção do subtipo H5 (qPCR H5) tem como alvo o gene da 

hemaglutinina. O protocolo utilizado possui três primers senso, um primer reverso e 

duas sondas. Um set consiste de dois primers senso e uma sonda para detecção 

das linhagens norte-americana (AM) e euroasiática (EA) dos vírus H5 e o segundo 

set, constituído por um primer senso e uma sonda, é direcionado para detecção da 

linhagem mexicana (MX) do vírus influenza A subtipo H5. Os dois sets de primers e 

sondas utilizam um único primer reverso. 

 O ensaio para detecção do subtipo H7 (qPCR H7) também possui como alvo 

o gene da hemaglutinina. O ensaio multiplex utilizado possui dois sets de primers e 

sondas para detecção de linhagens americanas (AM) e euroasiáticas (EA) dos vírus 

influenza A subtipo H7.  

 Para detecção dos subtipos H5 e H7 foram utilizados, por reação (25 µL), 

12,5 µL de 2X RT-PCR Buffer, 0,25 µL de cada um dos iniciadores e das sondas (de 

forma a obter uma concentração final de 0,2 pmol/µL de primers e de 0,06 pmol/µL 

de sondas), 1,0 µL de 25X RT-PCR Enzyme Mix, 2,0 µL de água livre de nucleases 

e 8,0 µL de µL de RNA extraído de cada uma das amostras a serem testadas. 

 Adicionalmente, controles foram agregados a cada corrida, sendo dois 

controles negativos (água livre de nucleases) e, pelo menos, um controle positivo 

constituído de RNA extraído de cada um dos subtipos do AIV (H5N2 e/ou H7N1). 

As reações de qPCR foram realizadas em plataforma Applied Biosystems 

7500 Real-Time PCR System. Para o ensaio de detecção do subtipo H5 as 

condições de PCR foram as seguintes: 45°C por 10 min (1 ciclo), 95°C por 10 min (1 

ciclo) e 40 ciclos de 94°C por 10 seg, 57°C por 30 seg e 72°C por 5 seg. Já para o 

ensaio de detecção do subtipo H7, as condições de qPCR foram as que seguem: 

45°C por 10 min (1 ciclo), 95°C por 10 min (1 ciclo) e 45 ciclos de 94°C por 10 seg, 

54°C por 30 seg e 72°C por 10 seg. 
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3.2.3.4  Interpretação dos resultados 

 

 

Os ensaios para detecção molecular do IAV foram considerados válidos 

quando:  

a) Pelo menos um controle positivo apresentou uma curva sigmóide e Ct (cycle 

threshold) de, aproximadamente, 25; 

b) O controle positivo incluído no kit (SIV - Xeno™ RNA Control Mix) apresentou 

um Ct entre 25 e 29; 

c) O controle negativo apresentou Ct indeterminado (zero); 

d) O controle interno da extração (Xeno™ RNA Control) apresentou uma curva 

sigmóide e foi positivo para o ensaio realizado. 

 

 Caso uma das condições acima não fosse atendida, os ensaios eram 

repetidos. 

 Foram consideradas positivas para influenza A aquelas amostras que 

apresentaram Ct  < 38 (de 1 a 37.9). Amostras com Ct variando de 38 a 40 foram 

consideradas suspeitas e todas as amostras que apresentassem Ct igual a zero ou 

indeterminado foram consideradas negativas. Quaisquer amostras com resultados 

questionáveis ou duvidosos foram retestadas em triplicata.  

 Já os ensaios de detecção dos subtipos H5 e H7 foram considerados válidos 

quando, pelo menos, um dos controles positivos para H5 e para H7 apresentaram 

curva sigmoide e Ct de, aproximadamente, 25. Além disso, os controles negativos 

deveriam apresentar Ct indeterminado (zero). A extração foi anteriormente validada 

no ensaio para detecção de influenza A. 

 As amostras foram consideradas positivas para o subtipo H5 quando 

apresentaram Ct ≤ 40 e foram classificadas positivas para o subtipo H7 quando 

apresentaram Ct ≤ 45. Amostras com Ct igual a zero ou indeterminado foram 

consideradas negativas. 
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Quadro 7 - Sequências dos pares de iniciadores e sondas para detecção do subtipo H7 do AIV 
 
Oligonucleotídeos Nome Sequência (5’ – 3’) 

Iniciador senso H7+1515 F ATG GAG AGC ATA AGG AAC 
Sonda H7+1585 probe FAM – CAG ATA GAC CCA GTG AAA TTG AGT – BHQ-1 

Iniciador reverso H7-1628 R CCG AAG CTA AAC CAT AAG 
Iniciador senso H7 CODA F-MOD GCA GYG GYT ACA AAG ATG TG 

Sonda H7 FLI-1649 probe FAM – TGG TTT AGC TTC GGG GCA TCA TG - BHQ-1 
Iniciador reverso H7 CODA R GGA GAC AAG GCC CAT TGC AA 

Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 

 

Quadro 8 - Sequências dos pares de iniciadores e sondas para detecção do subtipo H5 do AIV 
 

Oligonucleotídeo Nome Sequência (5’ – 3’) 
Iniciador senso H5 norte-

americano 
H5+1456 NA ACG TAT GAC TAT CCA CAA TAC TCA 

Iniciador senso H5 
euroasiático 

H5+1456 EA ACG TAT GAC TAC CCG CAG TAT TCA 

Sonda H5 norte-americano H5+1637 probe FAM – TCA ACA GTG GCG AGT TCC CTA GCA – 
BHQ-1 

Iniciador reverso H5 H5-1685 AGA CCA GCT ACC ATG ATT GC 
Iniciador senso H5 

mexicano 
H5 +1592 MX AAT CAA CAG GGA CTT ATC AGA TAC 

Sonda H5 mexicano 
H5 +1680 MX 

probe 
FAM – TCA ATC TAT TCT ACA GTA GTG AGT 

TCC CTA GCA CTG – BHQ-1 
Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 AMOSTRAS 

 

 

Foram encaminhadas ao laboratório amostras colhidas de 2816 aves de 

subsistência (galinhas, perus, patos, gansos, marrecos e galinhas-de-Angola) 

criadas no entorno de sítios de aves migratórias localizados nos estados da Bahia 

(BA), Mato Grosso do Sul (MS), Pará (PA), Pernambuco (PE), Rio Grande do Sul 

(RS), Santa Catarina (SC) e São Paulo (SP). As colheitas foram realizadas no 

período de 2011 a 2015 por médicos veterinários do Serviço Veterinário Oficial 

(SVO) de cada uma das Unidades Federativas (UFs) mencionadas. 

A localização geográfica dos munícipios amostrados pode ser observada na 

Figura 5.  

Durante o período de realização do monitoramento, foram amostradas 391 

explorações e colhidas amostras de 2816 aves. Deste total, 2230 (79%) amostras 

foram colhidas de galinhas, 103 (3,7%) de gansos, 40 (1,5%) de marrecos, 440 

(15,7%) de patos e 3 (0,1%) de perus. O quantitativo de explorações e aves 

amostradas por sítio durante o período estudado está discriminado na Tabela 1, 

enquanto na Tabela 2 pode ser observado o número de aves amostradas por 

espécie segundo o sítio e a UF de origem dos materiais.  

Tendo em vista que as amostras obtidas de galinhas-de-Angola não puderam 

ser diferenciadas como tais no laboratório por falha na identificação das mesmas a 

campo, todas foram agrupadas como galinhas. 
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Figura 5 - Localização geográfica dos municípios onde estão localizados os sítios de aves 
migratórias de onde foram colhidas amostras de aves de subsistência 

 

 

Fonte: (REISCHAK, D., 2016).  
Legenda: A – Santa Vitória do Palmar/RS; B – Porto Belo/SC; C -  Tijucas/SC; D - Governador Celso 
Ramos/SC; E - Araranguá/SC; F - Içara/SC; G – Ilha Comprida/SP; H – Cananéia/SP; I – 
Corumbá/MS; J – Jandaíra/BA; K – Itaparica/BA; L - Igarassu/PE; M - Itapissuma/PE; N - Paulista/PE; 
O - São Caetano de Odivelas/PA; P – São Sebastião da Boa Vista/PA; Q – Breves/PA.  
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Tabela 1 - Número de explorações e aves amostradas por sítio de acordo com a UF de origem 
 

Sítios por UF Número de explorações 
amostradas 

Número de aves 
amostradas 

BA 57 287 
Cacha Pregos 11 52 
Mangue Seco 46 235 

MS 25 404 
Pantanal 25 404 

PA 51 329 
Baía de Marajó 7 29 
Ilha de Marajó 44 300 

PE 39 285 
Coroa do Avião 39 285 

RS 72 411 
ESEC Taim 72 411 

SC 132 843 
Foz do Rio Araranguá 74 516 
Foz do Rio Tijucas 58 327 

SP 15 257 
Ilha Comprida 8 129 
Ilha do Cardoso 7 128 

Total  391 2816 
   Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

 
Tabela 2 - Número de aves amostradas por espécie de acordo com o sítio e a UF de origem 
 

Sítios por UF 
Número de aves amostradas por espécie  

Total  Galinha Ganso Marreco Pato Peru 
BA 245 1 0 41 0 287 

Cacha Pregos 41 0 0 11 0 52 
Mangue Seco 204 1 0 30 0 235 

MS 404 0 0 0 0 404 
Pantanal 404 0 0 0 0 404 

PA 121 0 0 205 3 329 
Baía de Marajó 13 0 0 16 0 29 
Ilha de Marajó 108 0 0 189 3 300 

PE 247 7 2 29 0 285 
Coroa do Avião 247 7 2 29 0 285 

RS 338 35 7 31 0 411 
ESEC Taim 338 35 7 31 0 411 

SC 632 60 31 120 0 843 
Foz do Rio Araranguá 386 36 7 87 0 516 
Foz do Rio Tijucas 246 24 24 33 0 327 

SP 243 0 0 14 0 257 
Ilha Comprida 115 0 0 14 0 129 
Ilha do Cardoso 128 0 0 0 0 128 

Total  2230 103 40 440 3 2816 
  Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
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4.2 PESQUISA DE ANTICORPOS PARA A PROTEÍNA NP POR cELISA 

 

 

 Do total de 2816 amostras de soro recebidas, 2726 foram submetidas à prova 

de cELISA AIV para pesquisa de anticorpos para influenza A, sendo que 101 

amostras (3,7%) foram positivas. As amostras de soro consideradas inadequadas 

para análise (n = 90) foram descartadas no momento da chegada ao laboratório ou 

durante o processamento do material.  

 As galinhas representaram 93% das amostras positivas no cELISA AIV, 

sendo seguidas pelos patos (5,9%) e pelos gansos (0,9%). Não foram detectadas 

amostras positivas dentre os marrecos e perus. 

Os resultados encontrados à prova de cELISA AIV, por UF e sítio de origem 

das amostras, se encontram na Tabela 3.  

 

Tabela 3 - Frequência de amostras positivas e negativas ao teste de cELISA AIV por UF e sítio de 
origem 

 
 

UF e sítio de origem Número de amostras positivas 
no cELISA AIV (%) 

Número de amostras negativas 
no cELISA AIV (%) 

BA 1 (0,04%) 249 (9,1%) 
Cacha Pregos 0 16 
Mangue Seco 1 233 

MS 5 (0,2%) 381 (14%) 
Pantanal 5 381 

PA 3 (0,1%) 326 (12%) 
Baía de Marajó 0 29 
Ilha de Marajó 3 297 

PE 4 (0,1%) 281 (10,3%) 
Coroa do Avião 4 281 

RS 31 (1,1%) 368 (13,5%) 
ESEC Taim 31 368 

SC 22 (0,8%) 799 (29,3%) 
Foz do Rio Araranguá 13 500 
Foz do Rio Tijucas 9 299 

SP 35 (1,3%) 221 (8,1%) 
Ilha Comprida 19 109 
Ilha do Cardoso 16 112 

Total  101 (3,7%) 2625 (96,3%) 
   Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
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Na Tabela 4 pode-se observar o número de amostras positivas e negativas ao 

teste de cELISA AIV de acordo com a espécie, o sítio e a UF de origem do material. 

 

 

4.3 PROVA DE HI 

 

 

 Do total de 101 amostras positivas ao teste de cELISA, 79 (78,2%) foram 

submetidas à prova de HI na tentativa de se subtipificar para que tipo de 

hemaglutinina estes anticorpos foram dirigidos. Vinte e duas amostras de soro 

(20,8%) não puderam ser testadas, uma vez que o volume foi insuficiente para a 

realização do ensaio.  

 Não foi possível determinar o subtipo de hemaglutinina para 27 (34,2%) das 

79 amostras de soro submetidas à prova de HI, sendo que 26 amostras foram 

obtidas de galinhas e uma de pato. Este fato não parece estar relacionado com o 

título de anticorpos determinados pela prova de cELISA, uma vez que outras 

amostras, com títulos menores, puderam ser subtipificadas. Dentre as 52 amostras 

que puderam ser subtipificadas, 49 foram colhidas de galinhas, uma de ganso e 

duas de patos. 

 Os resultados encontrados ao teste de HI para os 16 subtipos de 

hemaglutinina do AIV estão discriminados no Quadro 9. Os subtipos para os quais 

não se encontraram amostras positivas não foram apresentados. A frequência de 

amostras positivas por estado de origem para cada subtipo de hemaglutinina está 

apresentada no Gráfico 1. 
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Tabela 4 - Número de amostras positivas e negativas ao teste de cELISA AIV de acordo com a 
espécie e o sítio de origem 

Espécies por sítio e UF de 
origem 

Número de amostras 
positivas no cELISA AIV 

Número de amostras 
negativas no cELISA AIV 

BA 1 249 
Cacha Pregos  0 16 

Galinha 0 14 
Pato 0 2 

Mangue Seco  1 233 
Galinha 1 202 
Ganso 0 1 
Pato 0 30 

MS 5 381 
Pantanal  5 381 

Galinha 5 381 
PA 3 326 

Baía de Marajó  0 29 
Galinha 0 13 
Pato 0 16 

Ilha de Marajó  3 297 
Galinha 0 108 
Pato 3 186 
Peru 0 3 

PE 4 281 
Coroa do Avião  4 281 

Galinha 4 243 
Ganso 0 7 
Marreco 0 2 
Pato 0 29 

RS 31 368 
ESEC Taim 31 368 

Galinha 27 303 
Ganso 1 31 
Marreco 0 7 
Pato 3 27 

SC 22 799 
Foz do Rio Araranguá  13 500 

Galinha 13 372 
Ganso 0 36 
Marreco 0 7 
Pato 0 85 

Foz do Rio Tijucas  9 299 
Galinha 9 219 
Ganso 0 24 
Marreco 0 24 
Pato 0 32 

SP 35 221 
Ilha Comprida  19 109 

Galinha 19 95 
Pato 0 14 

Ilha do Cardoso  16 112 
Galinha 16 112 

Total  101 2625 
  Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
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Gráfico 1- Frequência de amostras positivas, de acordo com cada subtipo do IAV, detectadas na 
prova de HI, por UF de origem das amostras de soro 

 

  
      Fonte: (REISCHAK, D., 2016)  
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4.4 PCR EM TEMPO REAL PARA INFLUENZA A 

 

 

 Foram colhidos suabes de cloaca e de traqueia de 2816 aves, o que resultou 

em 3163 reações de qPCR para detecção do vírus influenza A. Deste total, apenas 

três suabes de traqueia colhidos de galinhas de uma das explorações localizadas no 

sítio da Foz do Rio Araranguá (SC) resultaram positivos. Estas três alíquotas foram 

submetidas aos ensaios específicos para os subtipos H5 e H7 do AIV e resultaram 

negativas. Adicionalmente, também foram submetidas a prova de isolamento viral, 

mas não foi possível detectar a presença de qualquer agente hemaglutinante ao final 

de duas passagens consecutivas em ovos embrionados de galinhas SPF. 

 Na Tabela 5 é possível observar os resultados obtidos à prova de qPCR AIV 

realizadas a partir dos suabes de cloaca e traqueia colhidos de aves de subsistência 

no entorno dos diferentes sítios de aves migratórias. 

 

Tabela 5 - Resultados obtidos à prova de qPCR AIV a partir de amostras de suabes de cloaca e 
traqueia, de acordo com o sítio e a UF de origem 

 

UF e sítio de origem Número de aves 
amostradas 

Número de 
amostras positivas 

Número de 
amostras negativas 

BA 287 0 164 
Cacha Pregos 52 0 31 
Mangue Seco 235 0 133 

MS 404 0 166 
Pantanal 404 0 166 

PA 329 0 149 
Baía de Marajó 29 0 14 
Ilha de Marajó 300 0 135 

PE 285 0 124 
Coroa do Avião 285 0 124 

RS 411 0 819 
ESEC Taim 411 0 819 

SC 843 3 1626 
Foz do Rio Araranguá 516 3 1018 
Foz do Rio Tijucas 327 0 608 

SP 257 0 112 
Ilha Comprida 129 0 86 
Ilha do Cardoso 128 0 26 

Total Geral 2816 3 3160 
   Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A presença de anticorpos para diferentes subtipos do AIV foi detectada pelo 

kit de cELISA para influenza A em aves oriundas de explorações de subsistência 

localizadas no entorno de nove dos onze sítios de aves migratórias monitorados pelo 

MAPA entre 2011 e 2015. Apenas nos sítios de Cacha Pregos e Baía de Marajó não 

foram identificadas aves sorologicamente positivas para influenza A. Estes 

resultados indicam que há circulação de vírus influenza A nas aves de subsistência 

dos sítios avaliados. Estes achados corroboram com os estudos de Alexander 

(2000b) e Hadipour (2010) que sugerem que as aves domésticas criadas ao ar livre 

possuem uma maior possibilidade de contato com aves silvestres, especialmente 

quando as criações estão situadas em regiões de rotas migratórias.  

A presença de anticorpos para influenza A em aves de subsistência também 

já foi relatada por diversos autores (TERREGINO et al., 2007; ZHENG et al., 2010; 

EL-ZOGHBY et al., 2011; SABARINATH et al., 2011; SERRÃO et al., 2012; 

MADSEN et al., 2013; SHEKAILI et al., 2015). Na maioria dos estudos, esse tipo de 

exploração de aves foi monitorado justamente por ser considerado de alto risco para 

a introdução da influenza aviária, uma vez que se caracteriza pelas baixas 

condições de biosseguridade, pela falta de manejo sanitário adequado e pela 

coexistência com outras espécies de animais (MADSEN et al., 2013a).  

As explorações de aves de subsistência avaliadas neste trabalho estão 

situadas no entorno de áreas úmidas/alagadas que recebem, anualmente, aves 

migratórias que possuem seus sítios de reprodução na região circumpolar da 

América do Norte e Groenlândia, ou em áreas no sul da América do Sul e Antártida. 

As aves migratórias utilizam estes sítios para descanso e alimentação, sendo os 

mesmos importantíssimos para a conservação destas espécies (MOORE et al., 

2005; ICMCBIO, 2016). Durante o período de permanência nestas regiões, que pode 

ser de horas a dias, inúmeras são as possibilidades de interação direta e indireta 

com aves silvestres residentes e com aves domésticas criadas de forma livre.  

A introdução do AIV em uma população de aves domésticas não precisa, 

necessariamente, se dar pelo contato direto com aves silvestres infectadas; isso 

pode ocorrer quando as aves silvestres têm livre acesso às explorações familiares 
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ou quando as aves domésticas podem se deslocar pela vizinhança de suas criações 

sem restrições. As aves silvestres podem introduzir o vírus em uma determinada 

área e este poderá ser transmitido às aves domésticas por humanos e por outros 

tipos de aves e animais que não estejam, necessariamente, infectados, mas que 

possam carrear o AIV presente nas fezes das aves infectadas (ALEXANDER, 2007). 

Além disso, as águas de superfície contaminadas com o AIV podem também servir 

como fonte de infecção à aves domésticas (ALEXANDER, 2007; SWAYNE, 2007). 

Vale lembrar que esta via de exposição é de mão dupla e que aves de subsistência 

infectadas podem servir como fonte de infecção do AIV e de outras enfermidades 

zoonóticas para aves silvestres, aves comerciais e, inclusive, seres humanos 

(ELKHORAIBI et al., 2014; WHITEHEAD; ROBERTS, 2014).  

De acordo com a OIE (2015), o HI com antígenos H5 e H7 é o teste 

sorológico recomendado para fins de vigilância, não havendo a necessidade de se 

associar outro ensaio. Neste trabalho, no entanto, utilizou-se a combinação de dois 

ensaios: o cELISA como teste de triagem e o HI como ensaio confirmatório. A 

utilização de ensaios competitivos de ELISA como teste de triagem em programas 

de vigilância se justifica pela possibilidade de automatização e pela elevada 

sensibilidade e especificidade do ensaio na detecção de anticorpos para influenza A 

(SHAFER; KATZ; EERNISSE, 1998; SONG et al., 2009; BROWN et al., 2010b; 

MARCHÉ; VAN DEN BERG, 2010). Além disso, o ELISA competitivo permite o 

processamento de um grande número de amostras em um curto intervalo de tempo 

e possibilita que amostras de múltiplas espécies de aves sejam testadas sem 

necessidade de qualquer tratamento prévio (STARICK et al., 2006; OIE, 2015). Por 

outro lado, a OIE (2015) recomenda que as amostras positivas em ensaios de ELISA 

competitivo sejam submetidas ao teste de HI para subtipificação dos anticorpos para 

H5 e H7.  

Desta forma, boa parte das pesquisas realizadas até hoje em aves de 

subsistência centraram-se na detecção de anticorpos para os subtipos H5 e H7 

(JOANNIS et al., 2008; COUACY-HYMANN et al., 2012b; MADSEN et al., 2013b) do 

AIV (por serem passíveis de notificação à OIE) e, esporadicamente, também para o 

subtipo H9 (PAWAR et al., 2012; SERRÃO et al., 2012). 

O sorodiagnóstico representa uma metodologia barata e prática para avaliar a 

circulação e prevalência viral em aves domésticas. O teste de inibição da 
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hemaglutinação (HI) é simples, robusto e completamente validado, gerando 

informações qualitativas e quantitativas. O ensaio de HI exige um trabalho 

laboratorial mais intenso do que as provas de ELISA e AGID, mas produz 

informações que podem ser mais valiosas e úteis para a gestão de situações de 

campo, uma vez que fornece informações sobre o subtipo viral envolvido (CATTOLI; 

MONNE, 2009).  

Para ter seu rendimento máximo, o HI necessita de painéis de antígenos e de 

antissoros padrões que contemplem todos os subtipos de hemaglutininas. Estes 

painéis são produzidos de forma restrita por laboratórios de referência internacional. 

Assim, o HI não é amplamente utilizado como ensaio de triagem diagnóstica, sendo 

mais comumente aplicado como teste confirmatório para subtipificar anticorpos em 

amostras que previamente resultaram positivas em outras provas (SPACKMAN; 

SUAREZ; SENNE, 2008).  

Tendo em vista que se desconhece no Brasil a situação sanitária das aves de 

subsistência no que se refere à infecção pelos diferentes subtipos do AIV, as 

amostras de soro positivas no teste de triagem foram submetidas ao ensaio de HI 

frente aos dezesseis subtipos de hemaglutinina. Em nenhum estudo anterior 

realizado no Brasil, seja em aves de subsistência ou em aves comerciais, foi 

empregado o painel completo de antígenos para pesquisa de anticorpos para os 

dezesseis subtipos de HA. Para isso, foi utilizado um painel de antígenos e 

antissoros produzidos pelo Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie 

(IZSVe), laboratório de referência da OIE para o diagnóstico da influenza aviária. 

A subtipificação das amostras de soro positivas no teste de cELISA 

evidenciou a presença de anticorpos para dez diferentes subtipos do AIV, mas não 

foram detectadas aves com anticorpos para os subtipos notificáveis H5 e H7. É 

possível perceber uma predominância de aves positivas para os subtipos H3, H6, H8 

e H13, sendo que a frequência das amostras positivas para cada um destes subtipos 

parece estar relacionada à localização geográfica dos sítios. Enquanto anticorpos 

para o subtipo H3 foram identificados em aves dos sítios localizados no MS e SP, 

anticorpos para H6 e H8 foram encontrados em aves dos sítios nos estados de BA, 

PE, SC e RS e anticorpos para o subtipo H13 foram detectados apenas no sítio da 

Estação Ecológica do Taim (RS). 
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Todos os subtipos para os quais foram detectados anticorpos neste trabalho 

já foram anteriormente relatados em aves silvestres ou domésticas. De acordo com 

o Glossário do Código Sanitário para Animais Terrestres da OIE (2016), animais 

silvestres ou selvagens são aqueles cujo fenótipo não foi afetado por seleção 

humana e que vivem independentes do controle e da supervisão de seres humanos. 

Já as aves domésticas, incluindo aqui as de subsistência, são todas aquelas 

populações que foram domesticadas e que são utilizadas para produção de carne ou 

ovos para consumo, para a produção de outros produtos comerciais, para 

reconstituição de plantéis destinados ao esporte ou reprodução de todas as 

categorias de aves, assim como galos de briga, independente dos fins para que são 

utilizados. Segundo a Instrução Normativa nº 56, de 4 de dezembro de 2007, 

estabelecimentos avícolas de reprodução incluem os plantéis de reprodutoras 

primárias (linha pura), bisavós, avós e matrizes de galinhas, marrecos, patos e 

perus; já os estabelecimentos avícolas comerciais são aqueles destinados à 

exploração de aves de corte (galinhas e perus), de postura comercial (galinhas) ou 

outras aves de produção, exóticas ou não. 

O subtipo H3 do AIV já foi detectado em aves migratórias no Brasil durante 

inquérito realizado em Galinhos – RN em 2003 (ARAÚJO et al., 2004), sendo que 

algumas das espécies das quais o vírus foi isolado tem ocorrência registrada nos 

sítios do Pantanal (NUNES; TOMAS, 2004) e de Ilha Comprida (BARBIERI; PAES, 

2008), como Charadrius semipalmatus (batuíra-de-bando), Calidris fuscicollis 

(maçarico-de-sobre-branco), Calidris pusilla (maçarico-rasteirinho) e Pluvialis 

squatarola (tarambola-cinzenta). Além disso, o subtipo H3 do AIV foi isolado também 

de aves de subsistência (galinhas) e de aves migratórias, a partir de amostras 

colhidas nos municípios de Salinópolis (PA) e Itamaracá (PE) como parte das 

atividades de vigilância ativa para influenza aviária realizadas pelo MAPA durante os 

anos de 2006 e 2007 (MOTA et al., 2013).  

A existência de aves infectadas pelo subtipo H3 do AIV foi também relatada 

em atividades de vigilância realizadas na América do Norte. Nos EUA, por exemplo, 

a presença de anticorpos para este subtipo ou do próprio vírus foi detectada em 

amostras colhidas de diferentes populações de aves domésticas durante os 

períodos de 2006 a 2011, havendo detecção de anticorpos também em aves da 

República Dominicana, do Canadá e da Austrália (SENNE, 2010; PASICK; 
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PEDERSEN; HERNANDEZ, 2012). Adicionalmente, o H3 foi o subtipo de AIV mais 

frequentemente isolado durante os cinco anos de um programa de vigilância 

realizado, inicialmente, com o intuito de monitorar a infecção por HPAI em aves 

selvagens (BEVINS et al., 2014). Anticorpos para o subtipo H3 também foram 

detectados na China a partir de amostras obtidas em plantéis comerciais e de 

reprodução localizados nas maiores áreas de produção do país (PU et al., 2009). 

Da mesma forma, a detecção de aves domésticas infectadas pelo AIV subtipo 

H6 já foi evidenciada no Canadá, nos Estados e na Austrália (SENNE, 2010; 

PASICK; PEDERSEN; HERNANDEZ, 2012). Na América do Sul, infecção pelo AIV 

subtipo H6 foi relatada na Argentina, a partir do isolamento do vírus de aves 

selvagens da espécie Netta peposaca (RIMONDI et al., 2011). Esta espécie, 

conhecida vulgarmente como marrecão, se reproduz no RS e nos países do Cone 

Sul e fora do período reprodutivo já foi observada nos estados de SP, RJ e MS 

(WIKIAVES, 2016). O envolvimento de vírus do subtipo H6 em surtos de LPAI em 

aves domésticas foi relatado nos Estados Unidos e na Europa (WOOLCOCK; 

SUAREZ; KUNEY, 2003; BROWN, 2010), assim  como a presença deste subtipo em 

aves migratórias (MUNSTER et al., 2007;  SCOTCH et al., 2014). 

   Na América do Sul, Argentina, Chile e Peru relataram a presença de aves 

migratórias infectadas pelo subtipo H13 do AIV. Na Argentina, um vírus H13N9 foi 

isolado de um Larus dominicanus (gaivotão) capturado no estuário de Baía Blanca, 

no sul da província de Buenos Aires (PEREDA et al., 2008). Já no Chile, dois vírus 

foram obtidos: um H13N2 e um H13N9 (MATHIEU et al., 2015); ambos foram 

isolados de Leucophaeus pipixcan (gaivota-de-franklin), espécie migratória que se 

reproduz na América do Norte e passa o período não reprodutivo na América do Sul, 

mais precisamente na costa do Pacífico (LEAL; SERAPIÃO; ALVES PEREIRA, 

2013). O isolamento de um AIV H13N2 no Peru se deu a partir de duas espécies: 

Larus dominicanus (gaivotão) e Numenius phaeopus (maçarico-galego). Ambas as 

aves foram capturadas na região de Paraiso, na costa central do Peru (GHERSI et 

al., 2009).  

As gaivotas são reconhecidas como reservatórios dos subtipos H13 e H16 do 

AIV (MUNSTER et al., 2007; GUINN et al., 2016), sendo que a primeira descrição do 

subtipo H16 foi feita a partir da caracterização de um vírus isolado de Larus 

ridibundus (guincho-comum) na Suécia (FOUCHIER et al., 2005). Coincidentemente, 
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aves domésticas com anticorpos para o subtipo H16 do AIV também foram 

encontradas neste trabalho (n = 9), mais precisamente nos sítios localizados em PE, 

RS e SP; quatro delas possuíam anticorpos também para o subtipo H13.  

O gaivotão Larus dominicanus é uma espécie marinha com distribuição 

circumpolar, se reproduzindo na costa e em ilhas do hemisfério sul e se distribuindo 

pelas ilhas subantárticas, na península Antártica, na costa sul da Austrália e por toda 

Nova Zelândia, na costa sul da África e Madagascar e nas costas Atlântica e 

Pacífica da América do Sul (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2016). No Brasil, o 

gaivotão é o larídeo mais comum na costa brasileira, podendo ser observado desde 

o RS até o RJ, com registros esporádicos na região Nordeste (MATTA, 2014). 

Larídeos já foram observados na ESEC do Taim (WIKIAVES, 2016), no estuário de 

Cananéia-Iguape-Ilha Comprida (BARBIERI, 2008) e também no sítio de Coroa do 

Avião (TELINO-JÚNIOR; AZEVEDO-JÚNIOR; LYRA-NEVES, 2003), sítios estes 

onde aves de subsistência com anticorpos para este subtipo foram detectadas. As 

gaivotas são aves com hábitos alimentares generalistas e oportunistas, o que lhes 

permite a exploração de fontes antrópicas de alimento, tendo sido observadas em 

áreas de descarte de lixo e de águas servidas e em locais onde há resíduos de 

atividades pesqueiras (GIACCARDI, M.; YORIO, P.; LIZURUME, 1997). 

Já o maçarico-galego trata-se de uma espécie limícola que está presente em 

várias regiões do mundo, se reproduz no Ártico e migra para a América do Sul, 

África, Ásia e Austrália (ALL ABOUT BIRDS, 2015). No Brasil, esta espécie foi 

observada em Galinhos – RN (LARRAZÁBAL, M. E; AZEVEDO-JÚNIOR, S. M.; 

PENA, 2002), no sítio de Coroa do Avião - PE (TELINO-JÚNIOR; AZEVEDO-

JÚNIOR; LYRA-NEVES, 2003), em Tijucas – SC (GHIZONI-JR; AZEVEDO, 2010), 

na praia do Cassino – RS (BENCKE et al., 2010) e na Ilha dos Caranguejos – MA 

(CARVALHO; RODRIGUES, 2011). 

Anticorpos para o subtipo H8 foram detectados nos Estados Unidos em emas 

(Rhea americana), emus (Dromaius novaehollandiae) e avestruzes (PANIGRAHY; 

SENNE; PEARSON, 1995; SENNE, 2010), demonstrando que as ratitas são 

susceptíveis à infecção por este subtipo do AIV. Relatos de anticorpos para H8 

também foram feitos em gaivotas-prateadas (Larus argentatus) capturadas na Baía 

de Delaware (GUINN et al., 2016) e em gansos canadenses (Branta canadensis) 

também capturados nos EUA (KISTLER et al., 2015). Quanto ao isolamento do AIV 



102 

 

 
 

H8, os relatos também são raros. Um vírus H8N4 foi isolado de um pato-real (Anas 

platyrhynchos) do estado de Idaho, EUA, durante programa de vigilância para 

influenza em aves selvagens; dos 24 vírus isolados dessa espécie no período de 

2007-2008, apenas um pertencia ao subtipo H8 (PEDERSEN; SWAFFORD; 

DELIBERTO, 2010). Na Europa, a prevalência encontrada para o subtipo H8 em 

aves selvagens migratórias foi de 1,8% e este subtipo foi isolado de apenas duas 

espécies: marrequinha-comum (Anas crecca) e pato-real (MUNSTER et al., 2007).  

Nota-se que os relatos de infecção pelo subtipo H8 estão associados, 

principalmente, a Anseriformes e Charadriiformes, ordens estas reconhecidas como 

reservatórios do AIV na natureza (WEBSTER et al., 1992; MUNSTER; FOUCHIER, 

2009). Além disso, outros subtipos para os quais se detectaram anticorpos em aves 

de subsistência neste trabalho com menor frequência, como H1, H4, H9, H10 e H12, 

também já foram identificados em anserídeos selvagens e em aves limícolas  (KANG 

et al., 2010; PEDERSEN; SWAFFORD; DELIBERTO, 2010; BEVINS et al., 2014; 

LATORRE-MARGALEF et al., 2014). Anualmente, várias espécies destas ordens 

migram ao Hemisfério Sul e observou-se que aves recuperadas na costa brasileira, 

região Amazônica e Sudeste eram procedentes, em sua maioria, da América do 

Norte e Central, mas também da Europa (COSTA; SANDER, 2008; MESTRE; 

ROOS; NUNES, 2010). Sendo assim, a interação direta ou indireta das aves 

domésticas com as aves migratórias e/ou silvestres presentes nos sítios estudados 

poderia explicar a diversidade de diferentes subtipos do AIV para os quais foram 

detectados anticorpos na população de aves de subsistência.  

Apesar de não terem sido detectadas aves domésticas positivas para os 

subtipos H5 e H7 do AIV neste trabalho, anticorpos para estes dois subtipos e 

também para H9 foram detectados em aves silvestres no estado de SP por Sousa et 

al. (2013). Das 31 aves testadas, 27 apresentaram anticorpos para um ou mais 

subtipos. Dentre as espécies investigadas e que apresentaram reatividade estão 

corujas, pombo, rolinha-roxa, sabiá, bem-te-vi, pica-pau, tucano-toco, seriema, 

savacu e alma-de-gato.  

O papel dos Passeriformes, conhecidos como pássaros ou passarinhos, como 

reservatórios do AIV sob condições naturais é controverso. De um lado, os 

passeriformes foram elencados como reservatórios do AIV em estudo feito nos EUA 

por Fuller et al. (2010) em que vinte e duas espécies, incluindo pardais, foram 
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positivas para o AIV em ensaio de detecção molecular. Do outro, os resultados 

obtidos por Slusher et al. (2014) sugerem que as aves terrestres possam 

desempenhar um papel limitado na epidemiologia da influenza aviária, uma vez que 

dentre as 589 amostras, obtidas de 122 diferentes espécies, submetidas ao 

isolamento viral ou ao qPCR, nenhuma resultou positiva; e apenas quatro de 3868 

amostras de soro apresentaram anticorpos para a NP do AIV por ELISA.  

Sabe-se que os passeriformes e outras espécies de aves terrestres são 

susceptíveis à infecção por vírus influenza A (WEBSTER et al., 1992) e inclusive 

vírus HPAI H7N7 e H5N1 já foram isolados de estorninhos, pardais e pombas 

(NESTOROWICZ et al., 1987; ELLIS et al., 2004; POETRANTO et al., 2011). 

Considerando que algumas espécies de aves silvestres se alimentam, dormem e 

fazem ninhos próximo ou até mesmo dentro de locais onde aves domésticas são 

alojadas, é fácil perceber que existem muitas possibilidades de interação direta e 

indireta entre elas. Sendo assim, acredita-se que as aves silvestres terrestres 

possam desempenhar um importante papel na ecologia da influenza A e na 

transmissão do AIV a aves de subsistência, aves comerciais e até mesmo a 

humanos (CLARK; HALL, 2006; ARTOIS et al., 2009; MADSEN et al., 2013b). A 

Figura 6 tem o intuito de ilustrar as possibilidades de interação entre as diferentes 

populações de importância para este trabalho e o provável papel das mesmas na 

introdução da influenza aviária em sistemas comerciais de produção. 

Como é possível observar no Quadro 9, algumas aves apresentaram 

anticorpos para mais de um subtipo do AIV. Esse resultado pode ser atribuído à 

interação das aves domésticas de subsistência com outras espécies de aves que 

possam estar infectadas por diferentes subtipos do AIV. Lamentavelmente, os 

relatos formais de detecção de aves domésticas com anticorpos para vários subtipos 

do AIV são inexistentes, mesmo porque muitas das ações de vigilância nessa 

população são voltadas apenas para a detecção de anticorpos para os subtipos H5 

e H7 (EL-ZOGHBY et al., 2011; COUACY-HYMANN et al., 2012b; FERRER et al., 

2013; WEGDAN; KHAIR; MANSOUR, 2015). Ainda que existam relatos da 

subtipificação de anticorpos com antígenos para diferentes hemaglutininas, estes 

não mencionam resultados de reatividade para mais de um subtipo (SENNE, 2003; 

DE WIT et al., 2004; PASICK et al., 2012; MARCHÉ et al., 2015). No entanto, a 

vigilância realizada em criações de fundo de quintal nos EUA evidencia a presença 
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de aves domésticas com anticorpos para mais de um subtipo do AIV (comunicação 

pessoal)1. Ainda que as informações sobre possibilidade de coinfecção por 

diferentes subtipos de AIV em aves domésticas sejam escassas, relatos já foram 

feitos em aves selvagens. Anticorpos para os subtipos H5, H7 e H9 do AIV foram 

detectados simultaneamente em aves silvestres de diferentes espécies no Brasil 

(SOUSA et al., 2013) e em garças na China (WANG et al., 2014b). Além disso, 

coinfecções duplas e até triplas foram encontradas em patos selvagens de Alberta, 

Canadá (SHARP et al., 1997). 

 

 

Figura 6 - Interação entre as diferentes populações de aves e sua contribuição para a introdução 
da influenza aviária em sistemas comerciais de produção 

 

 
    Fonte: (REISCHAK, D., 2016) 

Legenda: Círculo azul: aves migratórias; Círculo amarelo: aves silvestres residentes; Círculo verde: 
aves de subsistência; Círculo vermelho: sistemas comerciais de produção de aves 
domésticas. 

 

. 

                                            
 
1 Informação fornecida por Janice C. Pedersen, Microbiologista do NVSL/APHIS/USDA, durante 
treinamento realizado em 2013. 
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Um fator a ser também considerado na avaliação dos resultados encontrados 

ao teste de HI é a possibilidade de ocorrência de reação sorológica cruzada. Apesar 

de anticorpos dirigidos para HA serem subtipo específicos e, tipicamente, não 

reagirem com outros subtipos (LEE; SENNE; SUAREZ, 2006), a existência de 

reações cruzadas não deve ser descartada, principalmente para hemaglutininas que 

pertençam ao mesmo grupo antigênico. Os subtipos de hemaglutinina podem ser 

divididos em dois grupos antigenicamente distintos de acordo as relações 

filogenéticas baseadas na sequência de aminoácidos da proteína HA. O grupo 1 é 

composto pelos subtipos H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 e H16; já o grupo 2 

é constituído pelos subtipos H3, H4, H7, H10, H14 e H15 (AIR, 1981; GAMBLIN; 

SKEHEL, 2010). Anticorpos produzidos em furões para o subtipo H3 do AIV, por 

exemplo, foram capazes de inibir a hemaglutinação de um vírus H7N9 de origem 

humana (H7N9 Anhui/1) em estudo de reatividade cruzada realizado na China (GUO 

et al., 2016). Adicionalmente, em pesquisa realizada por Guinn et al. (2016), 

anticorpos para os 16 subtipos de AIV foram pesquisados em gaivotas por 

microneutralização ou HI. Os autores identificaram maior frequência de anticorpos 

para as hemaglutininas pertencentes ao grupo 1 (H1, H5, H6, H9, H11, H13 e H16) 

e, apesar destes resultados sorológicos serem concordantes com os achados 

obtidos a partir do isolamento viral, não descartaram a possibilidade dos resultados 

encontrados no HI estarem associados a uma reação sorológica cruzada entre os 

subtipos.  

Para interpretação dos resultados de HI aqui obtidos, também é preciso 

considerar a possibilidade de interferência cruzada por inibição estérica da 

neuraminidase. Esse tipo de fenômeno acontece quando a amostra de soro possui 

anticorpos para o mesmo subtipo de NA do antígeno utilizado, ou seja, uma amostra 

de soro positiva no teste de HI para um antígeno H5N2 pode se mostrar também 

positiva frente a um antígeno H8N2, mas não seria positiva se um antígeno H8N4 

fosse empregado. Dessa forma, para prevenir a ocorrência de inibição estérica não 

específica, o ideal é que se disponha de um painel de antígenos com, pelo menos, 

duas diferentes combinações de HA-NA por subtipo ou que se utilizem antígenos 

recombinantes sem a fração NA (PEDERSEN, 2014; OIE, 2015). Dentre as 

amostras de soro que foram positivas para mais de um subtipo do AIV neste 

trabalho, em apenas quatro há possibilidade de ter havido inibição estérica: 21 e 22 
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(que foram positivas para os subtipos H6N2 e H9N2) e 33 e 48 (positivas para H1N1 

e H10N1). Infelizmente, não se dispunha de antígenos H1, H6, H9 e H10 com outros 

subtipos de NA para a realização de uma subtipificação complementar. Além disso, 

não foi possível realizar a prova de inibição de neuraminidase para subtipificação da 

NA por não se dispor de volume de amostra suficiente para a realização deste 

ensaio. 

Do total de amostras positivas no teste de cELISA para pesquisa de 

anticorpos para influenza A (n = 101), 79 foram submetidas à prova de HI para 

subtipificação da HA para a qual os anticorpos eram dirigidos. Destas, 27 não 

apresentaram anticorpos para quaisquer dos subtipos de HA.  

Um ponto importante a considerar é que os testes aqui empregados detectam 

anticorpos para diferentes antígenos do AIV. Enquanto o cELISA utilizado detecta 

anticorpos para a nucleoproteína, o HI detecta anticorpos para HA. Apesar dos 

antígenos de superfície do AIV serem os únicos capazes de induzir a produção de 

anticorpos neutralizantes e, portanto, uma resposta imune protetora, resposta 

humoral também é montada para as proteínas internas, destacando-se aqui as 

proteínas NP e M. Ambas são importantíssimas quando utilizadas como antígenos 

em testes de diagnóstico pois, por serem altamente conservadas entre os diferentes 

subtipos do AIV, permitem a detecção de anticorpos para qualquer vírus influenza A 

(SUAREZ; SCHULTZ-CHERRY, 2000).  

 A aparente discordância observada entre os resultados obtidos no teste de 

cELISA AIV e de HI pode também ser atribuída a diferença de sensibilidade dos dois 

ensaios. Os testes convencionais, como o HI, podem não ter a mesma sensibilidade 

analítica do ELISA na detecção de amostras que apresentem baixos títulos de 

anticorpos (SHAFER; KATZ; EERNISSE, 1998).  

Na avaliação de um kit comercial de cELISA  para NP, em que foram 

utilizadas amostras de soro de aves inoculadas e vacinadas, os padrões gerais 

observados no título de anticorpos após desafio ou vacinação demonstraram que o 

cELISA foi mais sensível do que o HI, uma vez que foi capaz de detectar 

soroconversão em menor tempo (SONG et al., 2009). Além disso, em plantéis de 

galinhas sabidamente positivos para LPAI, o cELISA detectou mais aves positivas 

do que o HI.  
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Resultados similares foram obtidos por Starick et al. (2006) durante a 

avaliação de um cELISA para NP em que foram avaliadas amostras de soro de aves 

infectadas experimentalmente e de aves naturalmente infectadas. O cELISA não só 

detectou anticorpos em aves experimentalmente infectadas antes do HI, como 

identificou um número maior de animais positivos. Os autores relataram também a 

existência de cinco amostras de soros com resultados positivos no cELISA e 

negativos no HI, sendo que três delas resultaram positivas no HI algum tempo 

depois.  

Sabe-se que o título de anticorpos na prova de HI é dependente da relação 

antigênica entre o isolado utilizado para produção do antígeno e os anticorpos 

específicos presentes na amostra de soro. Quando mutações antigênicas 

significativas ocorrem em um subtipo, a sensibilidade do ensaio de HI pode ser 

reduzida, pois haverá uma menor reatividade entre os anticorpos presentes na 

amostra e o antígeno utilizado na prova (SPACKMAN; SUAREZ; SENNE, 2008). 

Sendo assim, a utilização de antígenos que possam ser representativos das 

variações antigênicas eventualmente existentes dentro de um mesmo subtipo viral 

forneceria resultados mais acurados nos testes sorológicos (ESCORCIA et al., 

2010). No entanto, a existência de um painel de antígenos que contemple toda essa 

diversidade requer uma vasta coleção de subtipos virais e um exaustivo trabalho 

laboratorial para produção e otimização dos reagentes (LEE; SENNE; SUAREZ, 

2006; PEDERSEN, 2014). Na impossibilidade de se ter em mãos antígenos que 

representem a variedade antigênica regional, a utilização de reagentes produzidos 

com subtipos de referência é capaz de produzir resultados aceitáveis. Porém, não se 

pode descartar a possibilidade de que os anticorpos subtipo-específicos presentes 

em uma amostra possam, eventualmente, não reconhecer os epítopos dos 

antígenos empregados no teste. 

Apesar de ensaios para pesquisa de anticorpos serem amplamente utilizados 

em programas de monitoria ativa para AI, a associação com provas de detecção de 

antígeno, como o qPCR, aumenta a sensibilidade do sistema de vigilância (COMIN 

et al., 2012).  

No Brasil, a vigilância permanente realizada pelo MAPA para influenza aviária 

e doença de Newcastle contempla a colheita de amostras de soro e de suabes de 

cloaca e traqueia da maioria das populações monitoradas. Neste estudo, por 
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exemplo, pode-se perceber que apenas três aves de subsistência (galinhas de uma 

mesma exploração localizada no sítio da Foz do Rio Araranguá em SC) 

apresentaram resultados positivos ao qPCR AIV. Esta mesma propriedade 

apresentou resultados positivos no cELISA AIV (06/18) e anticorpos para os subtipos 

H6 e H8 foram encontrados em quatro das aves positivas no cELISA AIV. Apesar da 

tentativa de isolamento viral ter sido feita, não foi possível isolar qualquer agente 

hemaglutinante após duas passagens consecutivas em ovos embrionados de 

galinhas SPF.  

Considerando os resultados obtidos nos diferentes ensaios para este caso 

especificamente, fica evidente que havia circulação de AIV naquela exploração. No 

entanto, os demais resultados obtidos ao teste de qPCR AIV, todos negativos, 

corroboram para a necessidade de associação de ensaios sorológicos e virológicos 

para aumentar a sensibilidade do sistema. 

A influenza aviária notificável à OIE, ou seja, aquela causada pelos subtipos 

H5 e H7 é, até o presente momento, exótica no Brasil, uma vez que estes subtipos 

não foram diagnosticados por métodos diretos ou indiretos.  

O presente estudo corrobora esta situação epidemiológica, sinalizando, 

entretanto, que subtipos de AIV de baixa patogenicidade circulam em aves de 

subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias. 

A baixa frequência de positividade do qPCR AIV (0,106%), no entanto, chama 

a atenção e abre espaço para discussão sobre a aplicabilidade dos ensaios 

moleculares para detecção de antígeno em estudos congêneres.  

Ainda que o qPCR AIV possua alta sensibilidade e especificidade e detecte 

vírus viáveis e inativados, o RNA alvo precisa estar presente nas amostras de fezes 

no momento de sua colheita. Não obstante o fato da quantidade de excreção do AIV 

ser dependente da espécie, do estado imune do hospedeiro e da estirpe viral 

envolvida (CATTOLI; MONNE, 2010), de forma geral, a maioria das aves infectadas 

excretam o AIV por um período de apenas sete a dez dias (SWAYNE, 2008). 

Sendo assim, em atividades de vigilância ativa, o período de colheita das 

amostras pode nem sempre coincidir com o período de excreção do vírus, o que 

impacta diretamente a obtenção de resultados nesta prova. 

O desempenho dos ensaios moleculares para detecção de ácidos nucleicos 

também é afetado pela qualidade das amostras colhidas. Se por um lado estes 
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ensaios possibilitam a detecção do RNA viral em amostras contendo partículas 

inativadas, por outro podem ter seu desempenho comprometido caso o RNA alvo 

esteja degradado (em virtude de condições inadequadas de manuseio ou transporte, 

por exemplo) ou a amostra contenha inibidores da reação de PCR (SCHRADER et 

al., 2012). Dessa forma, percebe-se que os materiais e meios de transporte 

utilizados para a colheita das amostras, assim como a temperatura de 

armazenamento das mesmas, são críticos para o sucesso da detecção laboratorial 

do AIV.  

A utilização de suabes de algodão com haste de madeira para colheita de 

amostras é uma prática amplamente disseminada no meio veterinário, uma vez que 

este tipo de material é de fácil aquisição e baixo custo. No entanto, estes suabes 

podem ser tratados com substâncias que interferem nas reações de PCR e até 

mesmo no isolamento viral, tendo seu uso desaconselhado quando as amostras 

serão destinadas a essa finalidade (FAOAGALI, 2010). O Lanagro-SP, laboratório 

nacional de referência para o diagnóstico da influenza aviária e da doença de 

Newcastle, vem tentando, especialmente nos últimos anos, sensibilizar os 

veterinários que atuam na área de Defesa Sanitária Animal sobre a importância da 

colheita e remessa de material na qualidade dos ensaios laboratoriais. Notas 

técnicas elaboradas pelo Lanagro-SP e distribuídas ao SVO pelo DSA vem sendo 

redigidas com o intuito de recomendar aos veterinários de campo os materiais e 

meios de transporte mais indicados para a colheita de amostras, assim como os 

procedimentos a serem adotados para armazenamento e remessa do material ao 

laboratório. Dentre as recomendações está a indicação de uso de suabes de nylon 

flocado ou de poliéster, ambos com hastes plásticas, para colheita de amostras 

destinadas aos diagnósticos virológico e molecular da influenza aviária. Recomenda-

se também a utilização de meios de transporte específicos (MEM, BHI ou TPB 

acrescidos de antibióticos) e que sejam mantidas condições adequadas de 

armazenamento do material a campo (a 5°C ± 3°C por até 96 h ou a -80°C por 

períodos maiores), bem como manutenção da cadeia de frio durante a remessa ao 

laboratório. Tais recomendações tem como base os resultados dos estudos 

realizados por Fereidouni et al. (2012) e Spackman et al. (2013) sobre os efeitos de 

diferentes tipos de suabes, meios de transporte e condições de armazenamento na 

qualidade da detecção do AIV por qPCR. 
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Apesar deste processo de sensibilização ser lento, muito já se avançou nesse 

sentido. No entanto, não se pode garantir até hoje que os materiais adequados vêm 

sendo utilizados a campo para a colheita do material, principalmente no que diz 

respeito ao tipo de suabe. Portanto, a ausência de detecção do AIV por qPCR neste 

trabalho pode ter sido influenciada pelo uso inadequado de material para as 

colheitas e/ou por condições impróprias de armazenamento das amostras. Tendo 

em vista que esse tipo de problema pode dar origem a resultados falso-negativos, 

prejudicando a sensibilidade dos programas de vigilância, é crucial que o SVO se 

adeque às recomendações feitas. 

A ausência de resultados positivos no ensaio de qPCR também poderia ser 

atribuída a falhas no momento da execução do ensaio, tais como o manuseio 

inadequado do RNA extraído, o uso impróprio de reagentes, a utilização de 

consumíveis não estéreis ou não livres de RNAses ou a não utilização de controles 

de referência (CATTOLI; MONNE, 2009). Esta possibilidade, no entanto, é pequena, 

uma vez que todas as etapas do ensaio, assim como o uso de consumíveis, 

equipamentos e reagentes, além de treinamento do pessoal, estão muito bem 

definidos e atendem os requisitos da Norma ABNT ISO:IEC 17025:2005.  

Considerando o grau de variabilidade genética dos vírus influenza A e as 

contínuas possibilidades de mutações antigênicas, a ausência de resultados 

positivos no qPCR AIV poderia também ser atribuída à utilização de primers e 

sondas “desatualizados” para a detecção dos vírus circulantes (TSENG; TSAI; 

CHANG, 2014). Tendo em vista que o kit comercial empregado para a reação de 

qPCR AIV tem como alvos genômicos regiões conservadas localizadas nos genes 

que codificam para as proteínas M e NP, reduzindo assim o risco de ocorrência de 

resultados falsos-negativos, esta possibilidade parece muito pouco provável.  

 Ainda que a detecção do AIV por qPCR tenha ocorrido em apenas três de 

3163 reações (0,106%), a presença de anticorpos para diferentes subtipos do vírus 

influenza A indica que este está presente em aves de subsistência criadas no 

entorno de sítios de aves migratórias no Brasil. Apesar de não terem sido detectadas 

aves com anticorpos para os subtipos H5 e H7, aves com anticorpos para outros 

subtipos de interesse para a saúde humana e animal, como H6 e H9, foram 

identificadas.  
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 O subtipo H9 do AIV foi relacionado a surtos de LPAI em aves domésticas de 

diversos países desde os anos 90, incluindo Alemanha, Itália, Irlanda, EUA, África 

do Sul e Coréia (ALEXANDER, 2007). No entanto, este subtipo passou a receber 

maior notoriedade após seu envolvimento em dois casos de influenza humana em 

Hong Kong em 1999. Naquela ocasião, o vírus responsável pelos casos humanos 

mostrou similaridade com um LPAIV H9N2 que havia sido isolado de codornas, 

também em Hong Kong, em 1997 (LIN et al., 2000). Na China, o subtipo H9N2 tem 

sido responsável por surtos em aves domésticas e por casos esporádicos em 

humanos desde 1994 e é considerado uma ameaça para a saúde pública (JIN et al., 

2014).  

 Já o subtipo H6 do AIV, frequentemente relatado em aves aquáticas  

domésticas e silvestres, apesar de não estar relacionado a casos de HPAI, é 

reconhecido como um dos subtipos de influenza com capacidade para contribuir 

para o desenvolvimento de uma cepa com potencial pandêmico (WANG et al., 

2014a). O primeiro relato de um caso humano de infecção por um vírus influenza A 

do subtipo H6 se deu em Taiwan em 2013, sendo que o vírus mostrou estreita 

similaridade com um isolado H6N1 de galinha detectado no mesmo ano (YUAN et 

al., 2013). 

Ainda que se desconheça o risco que as aves de subsistência representem 

para os plantéis comerciais nas condições brasileiras, a partir dos resultados obtidos 

neste trabalho é preciso considerar seu papel como uma possível fonte de infecção 

aos seres humanos. As criações familiares se caracterizam pelo contato estreito e 

frequente entre animais e humanos, sendo permitido aos animais, muitas vezes, o 

livre acesso ao ambiente familiar. Neste tipo de criação, várias são as vias pelas 

quais os seres humanos podem se infectar, como o contato direto com sangue e 

fluidos corporais das aves durante atividades de abate, depenagem, remoção de 

vísceras, manuseio da carcaça, ingestão de carne e cuidado com as aves. Além 

disso, as pessoas também estão expostas à infecção por vias indiretas como 

limpeza das instalações, remoção de fezes, utilização dos dejetos como fertilizante e 

inalação, ingestão ou inoculação conjuntival ou oral de água contaminada com 

fezes, principalmente se fazem uso de águas superficiais, frequentadas por aves 

aquáticas domésticas ou silvestres, para banho ou recreação (RABINOWITZ; 

PERDUE; MUMFORD, 2010; VAN KERKHOVE et al., 2011). 
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 Criações de fundo de quintal se caracterizam, tipicamente, por higiene 

deficiente, medidas pobres de biosseguridade e um alto risco de doenças 

infecciosas (CONAN et al., 2012). As falhas de biosseguridade mais comuns neste 

tipo de exploração são: mistura de aves de diferentes origens, ausência de 

quarentena, falta de restrição de acesso a visitantes, nenhuma precaução quanto a 

troca de sapatos, ausência de higienização das mãos antes ou após o manuseio dos 

animais, controle pobre de roedores e outras pragas e livre acesso de aves 

silvestres à criação (WHITEHEAD; ROBERTS, 2014). Em estudos realizados nos 

EUA e no Reino Unido, observou-se que a maioria dos proprietários de aves de 

subsistência não tem consciência sobre as enfermidades a que suas aves estão 

sujeitas e nem conhecimento sobre zoonoses (KARABOZHILOVA et al., 2012; 

ELKHORAIBI et al., 2014). Além disso, muitos criadores de aves de fundo de quintal 

relatam não procurar por assistência veterinária mesmo quando necessitam de 

informações ou possuem aves doentes na propriedade (WHITEHEAD; ROBERTS, 

2014). Apesar destes relatos terem sido feitos em outros países, é perceptível que 

retratam também as condições das criações de subsistência existentes no Brasil. 

  De acordo com o Código Sanitário para Animais Terrestres da OIE (2016), 

biosseguridade significa um conjunto de medidas físicas e de gestão desenhadas 

para reduzir o risco de introdução, estabelecimento e disseminação das 

enfermidades, infecções e infestações animais de, para e dentro de uma população 

animal. Desde os surtos de H5N1, o sistema industrial de produção avícola 

intensificou a adoção de medidas rigorosas de biosseguridade a fim de reduzir o 

risco de introdução da influenza aviária no plantel nacional. No entanto, a adoção de 

tais medidas requer investimentos e nem sempre é possível adaptá-las à realidade 

econômica das criações de subsistência (CONAN et al., 2012). Ainda assim, com o 

intuito de salvaguardar a saúde humana e animal, os proprietários de aves de fundo 

de quintal deveriam ser orientados e incentivados a aplicar medidas básicas de 

biosseguridade como evitar a mistura de aves de diferentes origens, não alimentar e 

evitar o acesso de aves silvestres em suas criações, proceder a limpeza e a 

desinfecção semanal das instalações e lavar as mãos antes a após manusear as 

aves.    

Tendo em vista a importância socioeconômica, cultural e nutricional destas 

criações para comunidades de baixa renda (FREIRE et al., 2005; GUÈYE, 2005;  
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GONZALEZ-ORTÍZ et al., 2013) e a possibilidade das aves domésticas atuarem 

como fonte de infecção do AIV aos seres humanos (RABINOWITZ; PERDUE; 

MUMFORD, 2010; SULTANA et al., 2012), fica evidente que as atividades de 

vigilância em populações de fundo de quintal deveriam ser intensificadas e 

ampliadas, se estendendo, inclusive, a criações localizadas em áreas urbanas e 

periurbanas. Muito se especula sobre o risco que as criações de subsistência 

representam para o plantel avícola comercial, mas a verdade é que existem poucos 

estudos a respeito.  

Em dois deles, pelo menos, se estima que a contribuição epidemiológica das 

aves de fundo de quintal para a introdução da AI nos plantéis comerciais é, no 

máximo, modesta (BAVINCK et al., 2009; SMITH; DUNIPACE, 2011). No entanto, 

deve-se salientar que estes estudos foram feitos a partir das realidades europeia e 

norte-americana. Na Tailândia, por exemplo, as explorações de fundo de quintal 

tiveram um importante papel na disseminação e persistência do HPAI H5N1 no surto 

de 2004, uma vez que 83% das criações afetadas eram de aves de subsistência 

(TIENSIN et al., 2005).        

A crescente preocupação com os surtos de HPAI que vem ocorrendo pelo 

mundo, levou os governos de diversos países a incrementarem suas atividades de 

vigilância. No entanto, essas monitorias estão especialmente focadas nos plantéis 

avícolas comerciais, em mercados de aves vivas e em aves migratórias, 

permanecendo limitada a vigilância em aves de subsistência (MADSEN et al., 

2013b). Mesmo no Brasil essa monitoria é limitada, uma vez que contempla apenas 

as aves de subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias e o 

atendimento a ocasionais notificações de alta mortalidade.  

Os resultados encontrados neste trabalho evidenciam que as aves de 

subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias no Brasil estão 

expostas à infecção por subtipos de baixa patogenicidade do AIV, podendo servir 

como fonte de infecção a outras aves e aos seres humanos. Ainda que estas 

criações não possuam registro junto ao MAPA, não gerem divisas e sequer sejam 

consideradas unidades produtivas, elas desempenham um papel social importante, 

contribuindo para a fixação do homem à terra, para a melhoria da qualidade da dieta 

e para a complementação da renda de muitas famílias. Sendo assim, espera-se que 

estes resultados sensibilizem o SVO brasileiro sobre o papel das aves de 
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subsistência como sentinelas para a introdução da influenza aviária no país e sobre 

a necessidade de ampliação das atividades de vigilância para influenza aviária nesta 

população a fim de salvaguardar a saúde humana e animal.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que: 

 

a) Empregando o cELISA AIV como teste de triagem foi possível detectar 

anticorpos para o AIV em 101 das 2816 amostras de soro de aves de 

subsistência criadas no entorno de aves migratórias no Brasil; 

 

b) Das 101 amostras cELISA AIV positivas, o teste de HI empregando os 16 

tipos conhecidos de hemaglutininas foi capaz de detectar o tipo de 

hemaglutinina do AIV envolvido em 52 delas; 

 

c) Foram encontrados anticorpos inibidores da hemaglutinação para os subtipos 

H1, H3, H4, H6, H8, H9, H10, H12, H13 e H16 do AIV; 

 

d) Foi possível perceber uma predominância de aves positivas para os subtipos 

H3, H6, H8 e H13 do AIV, sendo que a frequência das amostras positivas 

para cada um destes subtipos parece estar relacionada à localização 

geográfica dos sítios; 

 

e) Os resultados da pesquisa de anticorpos pela prova de HI indicam não haver 

circulação dos subtipos notificáveis H5 e H7 do AIV na população de aves de 

subsistência criadas no entorno de sítios de aves migratórias no Brasil; 

 

f)  A pesquisa de RNA do AIV em suabes cloacais por qPCR AIV detectou 

apenas 3 amostras positivas, as quais foram negativas ao qPCR H5 e qPCR 

H7 que detectam os subtipos H5 e H7do AIV; 

 

g) Dadas as evidências de circulação do AIV em aves de subsistência criadas 

no entorno de sítios de aves migratórias no Brasil, outros estudos são 

necessários para esclarecer o papel desses animais na epidemiologia da 

influenza aviária nas populações humana e animal. 
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