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RESUMO

O virus da influenza aviaria (AlV) apresenta um importante papel na saude publica,
onde destacam-se sua diversidade genética, origem zoonotica e potencial pandémico.
Alguns subtipos desse virus possuem a capacidade de infectar humanos,
principalmente por meio do contato direto com aves infectadas e seus fluidos
corporais, representando um desafio para a area da saude. A patogenia por AlV é
infecciosa, aguda e altamente contagiosa, com capacidade de rearranjo viral que
ameaca os tratamentos e contencéo existentes. Diante disso, o controle e a prevencao
da doenca dependem fortemente de medidas de contencéo e vigilancia eficazes,
liderados por 6rgédos oficiais preparados para lidar com possiveis surtos. Ressalta-se
a importancia do acompanhamento continuo e do aprimoramento das medidas de
prevencdo e identificacdo do AlV, visando proteger tanto a saude publica quanto o
setor avicola mundial. A revisdo bibliografica das medidas de identificacdo e
prevencdo do virus, assim como sua epidemiologia, sequenciamento genético e
andlise de risco evolutivo foi realizada com vista a demonstrar a importancia do
acompanhamento e aprimoramento das medidas de prevencédo e identificacdo do
virus. Com o contexto das mudancas climaticas e o crescimento populacional global,
o0 risco potencial associado a gripe aviaria pode aumentar, especialmente se
ocorrerem mutacdes que aumentem sua patogenicidade e viruléncia. Como parte das
medidas preventivas, destacam-se as inovacfes em técnicas de biologia molecular,
como 0 sequenciamento genético, com papel fundamental na deteccédo precoce,
vigilancia e rastreamento de surtos da gripe. Enfatiza-se a importancia da vigilancia
continua, da prontiddo para acéo rapida e do investimento em tecnologias inovadoras
para enfrentar os desafios apresentados pela gripe aviaria, protegendo assim a saude

humana e animal.

Palavras-chave: Origem zoonoética; Saude publica; Rearranjo viral; Gripe aviaria;
Biologia molecular.



ABSTRACT

The avian influenza virus (AlV) plays an important role in public health, where its
genetic diversity, zoonotic origin and pandemic potential stand out. Some subtypes of
this virus have the ability to infect humans, mainly through direct contact with infected
birds and their body fluids, representing a challenge for the health sector. The AIV
pathogenesis is infectious, acute and highly contagious, with viral rearrangement
capacity that threatens existing treatments and containment. Therefore, the control and
prevention of the disease strongly depends on effective containment and surveillance
measures, led by official bodies prepared to deal with possible outbreaks. The
importance of continuous monitoring and improvement of AIV prevention and
identification measures is highlighted, in order to protect both public health and the
global poultry sector. The bibliographic review of virus identification and prevention
measures, as well as its epidemiology, genetic sequencing and evolutionary risk
analysis was carried out in order to demonstrate the importance of monitoring and
improvement of virus prevention and identification measures. In the context of climate
change and global population growth, the potential risk associated with avian influenza
may increase, especially if mutations occur that increase its pathogenicity and
virulence. As part of the preventive measures, innovations in molecular biology
techniques, such as genetic sequencing, with a fundamental role in the early detection,
surveillance and tracking of flu outbreaks, stand out. The importance of continuous
surveillance, readiness for rapid action and investment in innovative technologies to
face the challenges presented by avian influenza, thus protecting human and animal

health, is emphasized.

Keywords: Zoonotic origin; Public health; Viral rearrangement; Avian flu; Molecular

biology.
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1 INTRODUCAO

A gripe aviéria (1A) € uma doenca viral zoondtica, causada pelo virus da familia
Orthomyxoviridae e pertencente ao género Influenza A, um virus de RNA de fita
simples, que acomete principalmente o setor avicola (Ashraf et al., 2017; Hasni et al.,
2021). O virus da gripe aviaria apresenta uma diversidade antigénica das
glicoproteinas de superficie vasta, classificada em dezoito subtipos de hemaglutinina
(HA) (H1 a H18) e onze subtipos de neuraminidase (NA) (N1 a N11), onde a maioria
das combinacdes potenciais desses subtipos isolados de espécies aviarias (Bouwstra
et al., 2017).

Uma parcela especifica dos virus da gripe aviaria A € frequentemente
identificada em aves domésticas, e varios hospedeiros acidentais, como humanos, ja
foram identificados (Webster et al., 1992; Roberton et al., 2006). Apesar de varios
indicadores moleculares nos genes do virus da gripe estarem relacionados ao
aumento da infecgcédo e replicacdo em humanos, os fatores que desencadeiam 0s
eventos de transmissao entre espécies ainda ndo sao completamente compreendidos,
grande parte devido a auséncia de monitoramento longitudinal sistematico em
multiplos hospedeiros virais (Li et al., 2019).

As aves migratérias selvagens tém o potencial de transportar o virus da
influenza aviaria ao longo de suas rotas migratérias, e 0 contato entre essas aves
selvagens e as populacdes domeésticas ocasionalmente resulta na transmissdo do
virus entre elas (Trovao et al., 2015; Bahl et al., 2016). Os virus altamente patogénicos
da influenza aviaria (HPAI) H5 e H7 foram ocasionalmente transmitidos para seres
humanos a partir de aves domésticas (Gauthier-Clerc; Lebarbenchon; Thomas, 2007)
e, pelo menos no caso do H5, houve casos de transmissdo de volta para as
populacdes de aves selvagens. No entanto, como a gripe aviaria de baixa
patogenicidade ndo causa necessariamente a morte de suas aves hospedeiras, ha a
possibilidade de rearranjo com virus de baixa patogenicidade (GABP) que estao
circulando, impulsionando a evolugéo do virus (Krauss et al., 2015).

Existem varias tecnologias disponiveis para diagnosticar a gripe aviaria.
Conforme recomendado pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, 0s testes
rapidos de deteccdo de antigenos, como imunofluorescéncia ou imunoensaio
enzimatico, ndo devem ser prioritarios para o diagnostico em caso de suspeita de

surto da gripe aviaria (Centro de Controle e Prevencdo de Doencas, 2022) devido a



baixa sensibilidade desses testes, que resulta em um alto nimero de resultados falso-
positivos, além de ndo distinguirem entre diferentes subtipos virais, 0 que reduz sua
utilidade diagnostica (OMS, 2018; CDC, 2022).



2 PROBLEMA E HIPOTESES

A gripe aviaria é uma doenca zoondtica causada por um virus pertencente a
familia Orthomyxoviridae, classificado em subtipos com base em suas proteinas de
superficie, acometendo principalmente aves domeésticas e silvestres. Algumas cepas
virais sdo capazes de causar a infeccdo humana, por meio do contato direto com aves
infectadas, suas secrecdes, excrementos e superficies contaminadas. A Influenza A
é considerada uma doenca infecciosa, aguda, contagiosa e que nao possui tratamento
especifico disponivel. O controle e a prevencéo baseiam-se em medidas de contencéo
e acdo rapida da vigilancia de 6rgaos oficiais, que estdo preparados para conter
possiveis surtos da doenca. Frente as mudancas climaticas e ao crescimento
populacional mundial, a IA pode apresentar um aumento no risco potencial para a
salude humana e animal, caso ocorra a recombinacdo genética e/ou mutacdes virais
gue aumentem sua patogenicidade e viruléncia. Portanto, o presente estudo teve
como objetivo revisar as literaturas disponiveis sobre o tema e demonstrar a
importancia do acompanhamento e aprimoramento das medidas de prevencdo e
identificacdo do virus, que protegem a saude publica e o setor avicola mundial. Dentre
essas medidas, destacam-se as inovacdes em técnicas de biologia molecular, como
0 sequenciamento, que auxiliam na deteccdo precoce, vigilancia e rastreamento de

surtos e até na produc¢do de vacinas.
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3 JUSTIFICATIVA

A gripe aviéria representa uma ameacga significativa a saude publica, a
seguranca alimentar e a economia global. A capacidade do virus de infectar aves
domésticas e selvagens, bem como a sua transmissdo ocasional para humanos,
levanta preocupacdes sobre a possibilidade de uma pandemia. E de extrema
importancia estudar e compreender as estratégias de prevencdo, diagndstico e
controle dessa doenca. Com o0 avanco da tecnologia genémica, tornou-se possivel
analisar o genoma completo do virus da influenza aviaria em detalhes sem
precedentes. Isso ndo sO permite uma identificacdo rapida e precisa do virus, mas
também proporciona uma compreensao mais profunda de sua diversidade genética,

evolugéo e potencial de patogenicidade.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Realizar o levantamento bibliografico das medidas de identificacdo e prevencao
do virus pertencente a familia Orthomyxoviridae que provoca a gripe aviaria nos seres
vivos, levantando as novas técnicas de identificacdo e sequenciamento utilizadas na
biologia molecular e o possivel aumento da patogenicidade e viruléncia desses virus

frente a uma possivel mutacéo.

4.2 Objetivos especificos

a) Estudar a epidemiologia da gripe aviaria,

b) Levantar os métodos de diagndstico molecular virais;

c) Detalhar como é realizado o sequenciamento do material genético do
virus da Influenza;

d) Pontuar as técnicas de diagnosticos atuais;

e) Destacar os meios de prevencéao e controle;
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Selecéao das fontes

A pesquisa bibliografica foi conduzida com as seguintes palavras-chave: “gripe
aviaria”, “virus da gripe”, "H5N1”, “HIN2”, “influenza tipo A”, “epidemiologia da gripe

1 (3] EEE S A LR

aviaria”, “avian influenza”, ‘bird flu”, “influenza vaccines”, “methods of diagnosin of
influenza a”, ‘clinical diagnosis of influenza”, “genetic sequencing of the influenza
virus” nos seguintes portais: PubMed, Scielo, Google Académico e revistas cientificas.
Os critérios de inclusdo dos estudos, que se caracterizam pelo assunto abordado, o
tema foco dos trabalhos e o periodo de publicacdo, foram estabelecidos para abranger
publicacdes cientificas, artigos de revisdo e relatorios técnicos relacionados a

epidemiologia, diagnostico, tratamento e prevencao da gripe aviaria.

5.2 Processo de busca e analise

A selecdo do material de revisdo foi caracterizada pela preferéncia a
publicacdes recentes (2018-2024), que passaram por uma triagem inicial em que se
analisou titulos e resumos para determinar a relevancia desses estudos dentro da

revisao.
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6 REVISAO DE LITERATURA

6.1 Gripe aviéria

Os virus influenza séo caracterizados por parte da familia Orthomyxovitidae
(King et al., 2011), como um grupo de virus de RNA segmentados de sentido negativo.
Existem quatro espécies principais de virus influenza: Alphainfluenzavirus (A),
Betainfluenzavirus (B), Gammainfluenzavirus (C) e Deltainfluenzavirus (D) (Schoch et
al.,, 2020). Os IAV tém a capacidade de infectar varias espécies hospedeiras,
principalmente aves e mamiferos, e inclui todos os virus da gripe aviaria (Webster et
al., 1992; Long et al., 2019).

Acredita-se que os AlV se originaram de uma vasta diversificagcdo de aves
migratorias, proximas a areas umidas ou habitats aquaticos (Webster et al., 1992;
Causey et al., 2008). Estudos demonstraram que aves migratérias podem transportar
GAAP quanto GABP, de forma assintomatica e por longas distancias (Olsen et al.,
2006; Brown et al., 2008; Jourdain et al., 2010), espalhando ao longo de sua rota de
migracao varias cepas virais, provocando uma deriva antigénica e um rearranjo de
genomas, podendo resultar no surgimento de novas cepas virais (Lam et al., 2012;
Blagodatski et al., 2021).

Padrbes de transmissdo indicam que o comércio de aves domésticas
infectadas € parcialmente responsavel pela circulacdo de cepas dos IAVs (Chen et al.,
2006; Gauthier-Clerc; Lebarbenchon; Thomas, 2007; Bahl et al., 2016). A maioria dos
subtipos de AlVs podem se espalhar esporadicamente para aves domésticas e/ou
mamiferos por saliva, fezes e secrecdes nasais (Abdelwhab; Veits; Mettenleiter,
2013).

As infeccbes da gripe em aves podem variar de gravidade nula a completa
(100% de mortalidade) (Swayne et al., 2003). De acordo com a Organizagao Mundial
de Saude Animal (OIE ou OMSA), quando a doenca é considerada leve ou nula,
considera-se uma gripe aviaria de baixa patogenicidade (LPAIV); quando a doenga
causa altas taxas de mortalidade nas aves considera-se um virus de gripe aviaria
altamente patogénico (HPAIV) ou com um indice de patogenicidade intravenosa (IP1V)
superior a 1,2; no Cadigo Sanitario para os Animais Terrestres da OMSA, as doencas
causadas pelo virus da Influenza A séo de notificacio obrigatoria.

Na ultima década, transmissfes de aves para humanos dos subtipos de virus
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H3 (H3N8), H5 (HPAI H5N1, H5N6 e H5N8), H6, H7, H9 (LPAI HIN2) e H10 foram
relatados (Capua et al., 2013; Adlhoch et al., 2022; Yang et al., 2022). Segundo o
Ministério da Agricultura e Pecuaria do Governo Federal do Brasil, o virus de Influenza
tipo A apresentam alta capacidade de mutacao (drift e shift antigénico) e, dessa forma,
adaptacdo a novos hospedeiros. Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
publicou os primeiros relatos de sorotipos HPAIV (H5N1 e H7N9), capazes de afetar
humanos e com taxas de mortalidade significativas.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2024), desde a sua primeira
aparicdo, o H5N1 foi associado a mais de 887 casos e 462 mortes em todo o mundo,

o H7N9 foi responsavel por 1568 casos humanos e 616 mortes.

6.2 Virus Influenza A

Os virus influenza A apresentam um genoma que consiste em oito segmentos
gendmicos que codificam oito proteinas estruturais e até oito proteinas néo estruturais
(Shaw; Palese, 2013). Os segmentos de seu genoma codificam dez polipeptidios
centrais, incluindo trés proteinas transmembrana (hemaglutinina (HA), neuraminidade
(NA) e o canal ibnico M2), trés subunidades de uma polimerase viral, uma
nucleoproteina, uma proteina de matriz M1 e proteinas ndo estruturais NS1 e
NS2/NEP, além de proteinas acessoérias (Vasin et al., 2014). Especialistas na
classificacdo e taxonomia de virus dividem o IAV em subtipos com base em suas
glicoproteinas na superficie HA e NA, divididas em dezoito e onze subtipos,
respectivamente, resultando em um total de 198 combinacBes potenciais
classificatérias (Pineo, 2021). A proteina M1, que forma o involucro no envelope da
superficie interna da camada proteica, serve como suporte estrutural para particulas
virais e pela proteina de exportacdo nuclear (NEP/NS2), contribuindo para a
exportacdo nuclear de nucleo de ribonucleoproteina viral (vVRNP) (Bremaud; Favard;
Muriaux, 2022).

O genoma do AlIV é composto por um RNA viral de fita simples (VRNA) de
sentido negativo, variando em seu tamanho e codificando principalmente as proteinas
polimerase basica 2 (PB2), polimerase basica 1 (PB1), polimerase acida (PA), HA,
nucleoproteina (NP), NA, M (M1 e M2) e proteinas nao estruturais (NS1 e NS2/NSE)
(Chauhan; Gordon, 2022). Todos 0os segmentos gendmicos, sao envoltos com NP e

ligado a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) e ao complexo PA, PB1 e PB2,
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formando, separadamente, o complexo VRNP (Bouvier; Palese, 2008; Noda, 2011).
Cada segmento de VRNA possui uma regido codificadora, flanqueada aos lados por
regides nao traduzidas (UTRs), que contém regides especificas para cada segmento
genético e regides ndo codificantes especificas do segmento (ssNCRs) (Keller et al.,
2018). As UTRs ainda apresentam uma sequéncia conservada de doze nucleotideos
da extremidade 3’ e de treze nucleotideos da extremidade 5’, comum a todos os
VRNASs e conservadas para todos 0os segmentos genéticos de todas as cepas de AlV
(Keller et al., 2018; Skelton; Huber, 2022).

A evolucéo do virus influenza A, assim como a biodiversidade das espécies
hospedeiras e os mecanismos de adaptacdo do hospedeiro (tropismo tecidual,
resposta imunitaria do hospedeiro, adaptacdo ao receptor do hospedeiro) séo
causados pela deriva antigénica (acumulo gradual de mutacdo nos genes que
codificam proteinas de superficie do virus) e pela mudanca antigénica do virus (nova
cepa viral originada a partir de duas cepas que infectaram um mesmo hospedeiro,
acabando por reorganizar seu material genético) (Paules; Fauci, 2019). Muta¢cfes na
hemaglutinina e neuraminidade podem provocar alteragdes proteicas, facilitando a
evasdo das respostas imunes humorais do hospedeiro (Shaw; Palese, 2013). A
mudanca e a deriva antigénica, implicadas na transmisséo zoongtica e no surgimento
de virus pandémicos de influenza A, contribuem para a variedade de infeccbes de
espécies, aumentando o risco de transmissao interespécies e destacando a ameaca
potencial aos humanos (Vijaykrishna; Mukerji; Smitg, 2015; Mostafa et al., 2018;

Sreenivasan et al., 2019).

6.3 Epidemiologia

Em 1880 identificou-se o primeiro virus GAAP em aves domésticas no norte da
Italia. Desde entdo, até meados de 1959, a IA se espalhou em aves por toda a Europa,
Asia, Africa e América do Norte e do Sul (Swayne, 2008). Segundo os Centros de
Controle e Prevencéo de Doencas (CDC) dos EUA (2023), em 1996 o virus H5N1 foi
identificado em aves aquaticas na China; jA em 2003 e 2005, o virus sofreu
modificacdes em suas linhagens genéticas e provocou surtos generalizados em aves
de capoeira em outras fronteiras, como na Asia, Africa, Europa, Oriente Médio e
Ameérica do Norte (Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura,

2008). A troca de genes de virus H5 em aves levou ao surgimento e deteccéo, entre
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2014 e 2016, dos subtipos de virus H5N6 e H5N8, que a partir de 2018 tornaram-se
predominantes globalmente, substituindo os virus H5N1 originais. Entre 2021 e 2023,
um novo virus H5N1, do clado 2.3.4.4b, com um gene N1 NA adaptado a aves
selvagens emerge, predominando-se nos paises orientais até o final de 2021 e sendo
detectado em aves selvagens no Canada e nos Estados Unidos até o final do ano e
fevereiro de 2022. O virus HS5N1 comecou a causar infec¢des raras e esporadicas em
humanos e em outros mamiferos (CDC, 2023).

A transmissdo de virus de aves selvagens GABP para patos domeésticos,
associado ao rearranjo com 0s virus domésticos co-circulantes e a transmisséo
subsequente para a populacdo de aves resultaram em linhagens circulantes de H7N9
e Virus H7N7 (Lam et al., 2013; Liu et al., 2013). Quando os primeiros casos humanos
do virus H7N9 foram relatados, comprovou-se a zoonose desses virus (Gao et al.,
2013; Chen et al., 2013).

A patogenicidade do IA resulta-se do acumulo de multiplos aminoacidos
bésicos no local de clivagem do HA (local de clivagem polibdsico ou motivo
polibasico), permitindo seu desenvolvimento fora do trato gastrointestinal e
estabelecendo uma infeccdo sistémica, promovendo um surto de GAAP,
caracterizado pelo inicio e progressao rapidos, associados a altas taxas de
mortalidade (Lee; Bertran; Kwon; Swayne, 2017; Sutton, 2018; PAHO, 2023).

Durante os processos de insercdo e recombinacdo no local de clivagem
proteolitica do HA, os subtipos H5 e H7 GABP podem sofrer mutacdes tornando-se
GAAP (Rabadan; Robins, 2007; Lee; Criado; Swayne, 2021). Os virus da gripe aviaria
altamente patogénicos possuem a capacidade de atravessar barreiras respiratorias e
intestinais, difundindo-se no sangue e danificando tecidos do hospedeiro (OIE, 2021).
A |A é considerada uma doenca animal de notificacdo obrigatéria pela Organizagéo
Mundial de Saude Animal e pela Organizacdo das Na¢des Unidas para a Alimentacao
e a Agricultura; dessa forma, o relato as autoridades de saude dos casos de infec¢cbes
GAAP e subtipos H5 e H7 GABP devem ser seguidos devido a sua capacidade de
sofrer mutacao para GAAP (Zhou et al., 2017; Chatziprodromidou et al., 2018).

A transmissao interespécies costuma ocorrer ap0s a circulagdo do virus em
espécies de aves infectadas densamente povoadas (Yamaji et al., 2020),
possibilitando o rearranjo viral até que atinja a compatibilidade com o novo ambiente
do hospedeiro (Kuiken et al., 2006; Gambaryan; Matrosovich, 2015; Caceres; Rajao;

Perez, 2021). Os hospedeiros do virus Influenza A sdo determinados pela
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correspondéncia entre a disponibilidade do receptor celular, a capacidade de ligacéao
do receptor viral e a receptividade da célula infectada para sustentar a replicacédo viral
e liberacdo do virion (Medina; Garcia-Sastre, 2011).

Nas aves, o local de replicacdo do AlV costuma localizar-se no trato intestinal,
enquanto os virus da gripe de mamiferos infectam preferencialmente o trato
respiratorio superior (Webster et al., 1992; Medina; Garcia-Sastre, 2011). Os
receptores que se ligam ao virus IA, preferencialmente os &cidos sidlicos terminais
com uma ligacdo a2,3 (a2,3-AS) (Medina; Garcia-Sastre, 2011; Watanabe et al.,
2012), sao encontrados com certa frequéncia no pulméo humano (de Graaf; Fouchier,
2014), dessa forma, a probabilidade de infeccdo humana por virus aviarios é
relativamente baixa sem a ocorréncia de rearranjos virais (Glaser et al., 2005; Yamada
et al., 2006; Watanabe et al., 2011).

A principal via de transmissdo entre aves e humanos € o contato direto com
fezes ou secrecdes de animais infectados e a exposicdo a ambientes contaminados
ou infectados por virus (OMS, 2023; Chin; PAHO, 2023). Durante epidemias de H5N1
e H7N9, foram relatados grupos de infecgcbes humanas que sugerem a transmissao
por contato direto de humanos infectados (OMS, 2014; OMS, 2017).

Os virus da gripe A sdo virus de RNA segmentados de sentido negativo
(Andrewes et al., 1955; Pons, 1967). O sequenciamento desses virus permitiu a
descoberta dos terminais 3’ e 5’ de VRNA altamente conservados (Desselberger et al.,
1980), com respectivos 12 e 13 nucleotideos de comprimento conservados nos
segmentos PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M e NS do genoma do AlV, promovendo 0
desenvolvimento de um conjunto de primers universais para amplificacdo do genoma
do virus (Zhou B et al., 2009; Zhou B; Wentworth DE, 2012).

6.4 Métodos de Diagnostico

Atualmente, a maioria dos testes clinicos para diagnostico do AlV se baseia na
deteccdo de antigenos virais ou na amplificacdo por reacdo em cadeia polimerase
(PCR) de acidos nucleicos virais derivado de amostras respiratérias (Ito, 2018). Os
resultados diagndsticos apresentados por qualquer tipo dos testes sao quantitativos,
com capacidade limitada de informacao sobre a ligacdo epidemiolégica, a eficacia de
vacinas ou a suscetibilidade antiviral (Votintseva et al., 2017).

A disponibilidade do teste de amplificagéo de acido nucleico (NAAT), como a
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amplificacdo baseada em sequéncia de acidos nucleicos (NASBA), transformou o
diagnoéstico de gripes; estes testes sdo reconhecidos por sua alta sensibilidade e
especificidade, considerados como padrbes de exceléncia (Vemula et al., 2016). A
abordagem baseada no ensaio de amplificacdo isotérmica mediada por loop de
transcricdo reversa em tempo real (RT-LAMP) também se destaca, com uma
sensibilidade de 98% e especificidade de 100% se comparada aos ensaios de RT-
PCR (Kubo et al., 2010); a primeira consiste no uso de um novo DNA polimerase (ou
transcriptase reversa para amostras de RNA) com alta atividade de deslocamento de
fita e dois conjuntos de primers especializados no reconhecimento de seis regides
especificas no cDNA viral, enquanto o RT-PCR caracteriza-se pela extracdo de RNA
viral de espécimes clinicos, transcricdo reversa de RNA viral para um cDNA de fita
simples usando a enzima transcriptase reversa e amplificacdo do produto de PCR,
acoplando-o a deteccéao fluorescente de produtos de PCR marcados (Vemula et al.,
2016).

A abordagem de cultura viral € o método mais tradicional para o
diagnodstico de influenza. Realiza-se a inoculagéo de linhas celulares permissivas ou
ovos embrionados com amostras infecciosas, permitindo sua propagacao ao longo de
7 a 10 dias; durante esse periodo, o desenvolvimento de efeitos citopaticos €&
monitorado, seguido pela confirmacéo da infeccdo pelo virus da gripe através de
técnicas como coloracdo de anticorpos especificos, hemadsor¢cao com eritrécitos ou
microscopia de imunofluorescéncia; o isolamento do virus influenza usando essa
metodologia geralmente é realizado em linhas celulares logicas, como rim canino
Madin Darby (MDCK), A449, linha celular epitelial de pulm&o de vison (Mv1Lu), rim de
macaco rhesus (LLC MK2) e rim de macaco verde bufalo (BGMK), ou em linhagens
celulares primarias, como rim de macaco rhesus (RhMK) ou rim de macaco verde
africano (AGMK); em certos laboratérios, a cultura viral € produzida simultaneamente
com os testes de amplificagcédo de acido nucleico (Vemula et al., 2016).

A cultura viral em células suscetiveis (SVC) é uma técnica utilizada desde os
anos 90 para diagnosticar infeccbes pelo virus da gripe. Nesse método, o virus &
propagado em células de mamiferos cultivados em frascos pequenos de 1 dram ou
frascos de concha, seguido por uma coloracdo com anticorpos monoclonais
fluorescentes especificos para o virus da gripe; a SVC é uma técnica relativamente
simples e mais sensivel que os métodos tradicionais de isolamento viral, permitindo a

detecc¢do do virus em 24 a 48 horas; uma versao modificada do SVC, utilizando células
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R-mix (uma combinacéo de células pulmonares de visdo e células de adenocarcinoma
humano), declarada ser ainda mais sensivel, com um tempo de resposta de até 2 dias
(Vemula et al., 2016).

O teste de anticorpos imunofluorescentes (DFA) € uma técnica rotineiramente
utilizada para diagnosticar infeccdo pelo virus da gripe, com uma sensibilidade
razoavel de 60 a 80% em comparacdo com culturas virais para gripe sazonal
(Dharmapalan, 2020). Ela consiste na coloracdo direta de células epiteliais
respiratérias obtidas de esfregacos nasofaringeos ou aspirados nasofaringeos com
anticorpos fluorescentes, seguido de exame sob um microscopio fluorescente
(Vemula et al., 2016). Atualmente ha dois testes DFA aprovados pela Administracao
de Alimentos e Drogas dos EUA disponiveis: o D3 FastPoint L-DFA da Diagnostic
Hybrids (Atenas, Ohio, EUA) e o Bartels Viral Respiratory Screening and ldentification
Kit da Intracel Corporotion (Issaquah, Washington, EUA), destinados principalmente a
deteccao e diferenciacao dos virus influenza A e B (Vemula et al., 2016).

Os ensaios soroldgicos ajudam a determinar a presenca de anticorpos
especificos da gripe apés infeccdo e vacinagdo (Dharmapalan, 2020). O teste de
hemaglutinacdo e de inibicdo de hemaglutinacdo é um teste comum, répido e
econdbmico de deteccdo (Kode et al., 2020). Ele é usado para verificar se o fluido
alantéico coletado apos o isolamento do virus apresenta atividade de hemaglutinacao;
posteriormente, 0 soro antiviral é utilizado para a realizacdo de testes de inibicdo da
hemaglutinagdo néo isolados, que necessitam de identificagdo da atividade de
hemaglutinacédo (Pawar et al., 2012).

AL Shafer, Katz e Eernisse (1998) desenvolveram um ensaio de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA) competitivo (CELISA) baseado no baculovirus
recombinante do AlV para o diagndstico sorolégico do AlV em vérias aves, onde nao
havia a necessidade de varios conjugados antiimunoglobulinas ou virus vivos,
evitando o risco potencial de infeccdo pela exposicdo a virus vivos nos meétodos
convencionais do ELISA. O ELISA pode detectar reacdes cruzadas entre diferentes
subtipos de AIV (Burlington et al., 1985; Remarque et al., 1998). Varios métodos de
ELISA foram criados para a identificagéo do AlV, Zhang et al. (2006) desenvolveram
o ELISA sanduiche de anticorpo duplo (DAS-ELISA); Chen et al. (2008)
estabeleceram um instrumento rapido e simples na deteccao dos subtipos H1-H15 de
AlV, sem apresentar reacao cruzada com outros patdogenos aviarios; Ho et al. (2009)

desenvolveram o ELISA de captura de antigeno (AC-ELISA), usado para a deteccao
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rapida do H5N1 AlV; Prabakaran et al. (2009) estabeleceram um ELISA bloqueador
de epitopo (EB-ELISA), usado para detectar anticorpos especificos para HSN1 AlV
em soro animal e humano. Ainda que todos os métodos ELISA apresentem alta
sensibilidade e especificidade, existe a baixa reprodutibilidade como desvantagem do
método (Ellis; Fleming; Zambon, 1995 e 1996).

O teste de neutralizacdo viral (VN) € uma técnica solicitada para avaliar a
producdo de anticorpos especificos contra um virus apds a infeccdo natural ou
vacinacao, sendo amplamente utilizado para determinar os niveis de anticorpos contra
diferentes cepas do virus influenza A; os anticorpos especificos tem capacidade de
neutralizar o virus, impedindo sua infeccdo nas células; o titulo de VN é definido como
reciproco da diluicdo mais alta do soro em que a infec¢éo viral estd completamente
bloqueada (Stephenson et al., 2009).

6.5 Prevencao e Controle

No surgimento de qualquer caso suspeito, 0s protocolos de vigilancia
epidemioldgica devem ser iniciados pelas autoridades até que um diagnéstico
definitivo seja obtido (Ministério da Saude Espanha, 2022).

Os medicamentos antivirais como Oseltamivir e Zanamivir sdo fundamentais
no tratamento, pois atuam na inibicdo da neuraminase, uma enzima essencial na
liberacdo do virus das células infectadas, impedindo sua disseminacdo para outras
células hospedeiras (Dharmapalan, 2020). O Sistema Global de Vigilancia e Resposta
a Gripe (GISRS) examinou 27.000 virus H1N1 entre 2009 e 2011, encontrando
resisténcia ao Oseltamivir em 447 desses virus; foi notado que pacientes com
comprometimento do sistema imunolégico, especialmente aqueles com doencas
hematolégicas malignas ou que passaram por transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH), tem maior probabilidade de desenvolver resisténcia ao
Oseltamivir devido a doses inadequadas durante a profilaxia ou a interrupgao
prematura do tratamento durante a replicacédo do virus (Hurt et al., 2012).

Quando um caso de gripe aviaria for confirmado, as estratégias de mediacdo
devem ser imediatas e devem ser tomadas precauc¢des rigorosas ao manusear casos
de aves infectadas ou materiais infectados, seguindo um protocolo padrédo (Kanaujia
et al., 2022).

Considerando a grande relevancia da circulacdo do AlV para a saude publica,
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a Organizacdo Mundial da Saude supervisiona de perto a antigenicidade viral por meio
da coordenacédo de laboratorios de referéncia com o objetivo de selecionar as cepas
mais apropriadas para o desenvolvimento de virus candidatos a vacinas, visando a
preparacdo para pandemias (WHO, 2024). A imunizagdo anual contra a gripe
permanece como a principal medida preventiva, em que a eficacia das vacinas
depende da correspondéncia entre as estirpes vacinais e as estirpes do virus em
circulagdo (Dharmapalan, 2020). No momento, existem opg¢des de vacinas trivalente
e quadrivalentes, com protecédo estimada de 60% em adultos e 83% em criancas,
contendo uma cepa H1IN1, uma cepa H3N2 e uma ou duas cepas de Influenza B, que
podem ser da linhagem B/Victoria ou B/Yamagata, ambas geneticamente distintas
(Houser; Subbarao, 2015).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de infecgfes anteriores do virus da influenza em humanos com os
virus H5 e H7 ofereceram uma oportunidade valiosa na investigacdo e compreensao
dos fatores virais que influenciam a transmissdo e a gravidade da doenca. Ao
compreendermos 0S processos que levam a mudancas adaptativas nos virus da
influenza aviaria (AlV) e as condicbes em que essas mudangas ocorrem, poderemos
melhorar nossa habilidade de avaliar os riscos que a gripe aviaria representa para a
salde publica e prever onde futuras pandemias podem surgir.

O reforco da biosseguranca e a implementacdo de vacinacdo em aves
domésticas sdo medidas cruciais para reduzir a incidéncia de surtos nessa populagéo.
Além disso, a manutencdo de programas de vigilancia de doencas em aves, humanos
e outros animais domeésticos, juntamente com o controle eficaz da gripe aviaria em
aves domésticas, podem significativamente diminuir os riscos de uma potencial

pandemia.
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