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RESUMO

Diversos agravos a salde, de espécies de aves silvestres e domésticas, representam risco
também a saude humana. Doencas emergentes ou de registro raro na literatura merecem atencéo
em vista da dificuldade em diagnostica-las corretamente e trata-las em tempo habil decorre do
despreparo dos profissionais, caréncia de recursos laboratoriais e de dados ecoepidemioldgicos
sobre as espécies de hospedeiros e as etiologias possivelmente envolvidas tanto nos casos
humanos quanto no animais. O presente trabalho se dedica ao estudo de duas enfermidades
ainda ndo descritas nas circunstancias em que elas ocorreram no Brasil. O primeiro estudo
aborda a Febre no Nilo Ocidental (FNO), com seu primeiro registro de ocorréncia em humano
em 2014, no estado do Piaui. Foi realizado um estudo epidemiolégico que resultou no primeiro
registro da ocorréncia de aves silvestres de vida livre infectadas com o virus do Nilo Ocidental
(VNO), no Brasil, na regido onde ocorreu o caso humano da doenca. O segundo estudo se refere
a um fenbmeno de mortandade de aves silvestres, frequentadoras de ambientes Umidos, que
morreram por uma causa ndo identificada, nas margens do Lago de Sobradinho, localizado no
Rio Séo Francisco, no Municipio de Remanso/BA. Os fendbmenos de mortandades ocorreram
no periodo de seca prolongada nos anos de 2008, 2010, 2013 e 2014. Dentre as mortes
ocorridas, 16 espécies de aves aquaticas foram afetadas, principalmente representantes da
familia Anatidae (50,0%), Ardeidae (12,5%). Os marrecos (Dendrocygna autumnalis) e
(Dendrocygna viduata) foram as aves mais afetadas correspondendo a 60,7% (164/270) das
mortes. Este foi o primeiro registro, no Brasil, de intoxicacdo por toxina botulinica em aves

silvestres de vida livre.

PALAVRAS-CHAVE: Ecoepidemiologia, Clostridium botulinum, botulismo, zoonoses,

flavivirus, virus do Nilo Ocidental no Brasil.
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ABSTRACT

Several health afflictions of wild and domestic bird species represent risks to human
health. Emerging diseases or others rarely recorded in the literature deserve attention given the
difficulties in diagnosing them correctly, a result of the unpreparedness of professionals in
recognizing symptoms and clinical signs in a timely manner for treatment both in humans and
in animals. The current study is dedicated to examining two diseases not yet described in the
circumstances in which they occur in Brazil. The first study examines West Nile Fever (WNF),
with its first occurrence recorded in a human being in 2014 in the sate of Piaui. An
epidemiological study was performed which resulted in the first register of the occurrence in
free wild bird species infected with the West Nile Virus (WNV) in Brazil in the same region
where the first human case of the disease occurred. The second study reports on the mortality
phenomenon of wild bird species which frequent humid environments and which died from
non-identified causes along the shores the Sobradinho Lake, located on the Sao Francisco River
in the municipality of Remanso in the state of Bahia. The phenomenon of mortality occurred
during the prolonged dry season in the years of 2008, 2010, 2013 and 2014. Among the deaths
that occurred there were 16 species of aquatic birds, mainly representatives of the Anatidae
(50.0%), and Ardeidae (12.5%) families. The Dendrocygna autumnalis and Dendrocygna
viduata were the most affected birds corresponding to 60.7% (164/270) of the deaths. This was

the first register in Brazil of intoxication in free wild bird species with the botulinum toxin.

KEY WORDS: Eco-epidemiology Clostridium botulinum, botulism, zoonoses, flavivirus, West

Nile Virus in Brazil.
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1 INTRODUCAO GERAL

A tese aborda a exposicdo sobre dois temas, a Febre do Nilo ocidental e o botulismo,
ambos relacionados as aves silvestres de vida livre, fornecendo conhecimento imprescindivel
para a compreensdo da importancia dos resultados dos dois estudos, abordados nos capitulos |
e 11, intitulados: “Evidéncia soroldgica de infeccdo prévia por arbovirus em aves silvestres da
area de registro do primeiro caso humano de encefalite pelo virus do Oeste do Nilo no Brasil”
e “Epizootia em aves silvestres de ambiente aquatico causado por Clostridium botulinum,
Brasil”. Os resultados dos estudos apresentados em ambos os capitulos representam o0s

primeiros registros no Brasil.
1.1 Virus do Nilo Ocidental - VNO

O virus do Nilo Ocidental (VNO) pertence & familia dos flavivirius que sdo conhecidos
por causar doencas em humanos, sendo transmitidos por picadas de mosquitos infectados com
0 virus. O ciclo de vida do VNO envolve a transmissdo do virus entre animais e humanos por
meio dos mosquitos dos géneros Aedes, Culex ou Anopheles. A partir de 2007, o VNO foi
isolado em 61 espécies de mosquitos, bem como, em mais de 1.300 espécies de aves e 130
espécies de vertebrados ndo-aves (GUBLER, 2007), que incluem roedores, morcegos, caninos,
felinos, ungulados, camelideos, répteis, equinos e humanos (HUBALEK; HALOUZKA, 1991;
GUBLER, 2007). Algumas espécies de répteis podem ser infectadas pelo VNO, como o jacaré
americano (Alligator mississippiensis), crocodilo do nilo (Crocodylu niloticus), lagarto monitor

(Varano sp.) e iguana verde (Iguana iguana) (STEINMAN et al., 2003).

Em animais domésticos, sinais clinicos de infec¢do por VNO s6 foram observados em
cavalos, embora a maioria das infeccGes sejam assintomaticas também nestes animais.. As aves
selvagens sdo, aparentemente, 0s reservatorios ideais para abrigar e replicar o virus (MCLEAN,
2006).

O VNO esta relacionado aos virus da encefalite japonesa (JEV) do Velho Mundo e
encefalite de St. Louis (SLE) virus do Novo Mundo. Além disso, VNO reage de forma cruzada
numa variedade de ensaios soroldgicos, incluindo PRNT (Teste de Neutralizagdo por Redugéo de
Placas), com encefalite de Murray Valley (MVE), virus Usutu (USUV), Kunjin (KUNV),
Kokobera (KOKV), Stratford (STRV) e Alfuy (ALFV). A reagéo cruzada (RC) do VNO com

SLE foi reportada em Nova lorque, onde inicialmente o VNO foi confundido o com virus SLE.
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Ensaios adicionais utilizando analise direta da sequéncia do gene do virus de Nova lorque
identificaram-no como um VNO, semelhante ao SLE (DAY; TABACHNICK, 1999).

O VNO ¢ representado por pelo menos dois grupos antigénicos distintos. Um deles, o
grupo Oriental Africano, contém VNO isolado do Congo, Egito, Israel, Uganda, Africa do Sul,
Paquistdo, Franca e Europa Oriental. O segundo grupo antigénico contém VNO isolado da india
e da Africa do Sul. O virus foi isolado pela primeira vez em 1937 a partir do sangue periférico
de uma mulher na provincia a oeste do rio Nilo em Uganda, na Africa Central (SMITHBURN
etal., 1940). As primeiras epidemias causadas por VNO relatadas ocorreram em Israel em 1950,
a primeira envolveu mais de 500 casos clinicos. Epidemias adicionais foram notificadas em
Israel em 1951-1952, 1957 e 1962 (MANN et al., 2013).

O VNO néo foi considerado, por longo tempo, como um agente patogénico humano
significativo, pois a maioria das infeccdes tinha sido associada com infeccdes assintomaticas
ou doencas febris leves (HAYES; MONATH, 1989), até que o VNO foi associado as epidemias
ocorridas em 1956 (TAYLOR et al., 1956). Nos anos seguintes, o0 VNO foi identificado em
surtos esporadicos da doenca em humanos em diversas regides na Africa, Oriente Médio, india,
Europa e Asia (HUBALEK et al., 1999). Em meados da década de 1990, os surtos ocorreram
com maior frequéncia na bacia do Mediterraneo e grandes surtos ocorreram, tambeém, na
Romeénia e no delta do Volga, no sul da Rassia (HAYES et al., 2005). Desde entdo houve
relatados sobre o VNO no norte da Africa (Egito e Israel), Leste, Africa Central e Africa do
Sul, Asia (india e Paquist&o), Bornéu e Europa (Chipre e Franca). Infeccdes neuroldgicas foram
relatadas nas areas mais baixas do vale do Danubio e em Bucareste na Roménia (TSAI et al.,
1998). Os surtos de FNO em humanos e animais, com distdrbios neuroldgicos, foram relatados
no velho mundo, alertando para a mudanca do impacto da infecgdo por VNO na salde publica
e animal (TBER, 1996; PLATONOV et al., 2011). Em 1999 o virus migra para os EUA
(ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004) e em 2001, 0 VNO se dispersa para a América Central
e Caribe. Em 2003, o0 VNO passa a ser detectado em extensas areas da America Central,
incluindo 22 estados do México (ULLOA et al., 2003), Cuba (PUPO et al., 2006), Porto Rico
(TORRES APONTE et al., 2008), El Salvador (CRUZ et al., 2005) nas Bahamas em 2003, e
no Haiti, em setembro de 2004 (BEATTY et al. 2007). Proceguindo sua expansdo dos EUA
para os paises da América do Sul, 0 VNO passa a ser detectado, primeiramente em equinos, no
norte da América do Sul, na Colémbia (MATTAR et al., 2005) e na Venezuela, em 2004
(BOSCH e al., 2007). O VNO chega a Argentina em 2005, com casos registrados em equinos
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e aves (DIAZ et al., 2008), como apresentado na Figura 1.

Figura 1. A disperséo do VNO no mundo de 1994 a 2011.

West Nile fever

' Non-endemic Endemic

Citation: GIDEON (1934-2011) hitp:/#weh.gideononline.com/web/epidemiology/. Los Angeles: GIDEON Informatics, Inc

Fonte: Site Fundacionio. jun,2015 < http://fundacionio.org/viajar/img/west%20nile%20virus%20world%20map.jpg>

Nos seres humanos, as infeccdes com VNO podem ser subclinicas ou apresentar
sintomas clinicos, variando entre febre temporaria até encefalite grave. A doenca pode ser grave
em idosos, mas é geralmente leve em adultos saudaveis e criancas. O periodo de incubacao
para VNO é de trés a seis dias. O inicio dos sintomas da doenca é geralmente repentino,
comecando com uma febre elevada sustentada. Sintomas clinicos podem incluir dor de cabeca
severa; uma erupc¢do cutanea, geralmente no tronco e inchaco dos ganglios linfaticos. Os
sintomas da infeccdo por VNO também podem incluir dores nos olhos, nos musculos e nas
costas e problemas gastrointestinais. Em casos graves, muitas vezes ha sintomas de encefalite
com eventual envolvimento neuroldgico e as vezes morte. Os seres humanos experimentam
uma viremia de baixo nivel que dura cerca de seis dias. As taxas de mortalidade em seres
humanos variam de 5 a 13% (DAY; TABACHNICK, 1999).

O VNO provoca manifestacbes graves em aproximadamente 1,0% das pessoas
infectadas, com o aumento da morbidade e letalidade em individuos com mais de 50 anos
(CDC, 2001; ZEINAD et al., 2004).

A transmisséo horizontal do VNO foi demonstrada em algumas espécies de aves, incluindo
gaio-azul (Cyanocitta cristata), pega-rabuda (Pica pica), gaivota-de-bico-riscado (Larus

delawarensis), corvo-americano (Corvus brachyrhynchus) e ganso-comum-ocidental (Anser
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anser). Infecgdes adquiridas através do consumo de tecidos infectados foram relatadas em aves,
mamiferos e répteis (GLAZER, 2004). A Figura 2 ilustra duas espécies de relevancia para a

propagacao do VNO, inclusive através da transmissdo horizontal.

Figura 2. Gaio-azul (Cyanocitta cristata) (esquerda) e corvo-americano (Corvus sp) (direita),
espécies capazes de propagar o VNO por transmissdo horizontal.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

A descoberta de novos mecanismos de infeccdo e transmissdo do virus, como a ingestao
de tecidos de animais infectados (Figura 3), 6rgdo transplantados, transfusdes de sangue,
transmisséo intrauterina, resultou na necessidade de uma reavaliagcdo da importancia do VNO
para a satde publica (ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004; CDC, 2007).

Figura 3. Esconderijo de folhas e cacador (esquerda). A direita, Pombas-de-bando (Zenaida
auriculata) mortas. Espécie migratdria que utiliza o Bioma Caatinga, Nordeste do Brasil, no
seu trajeto de migracdo. As pombas sdo abatidas quando tentam beber agua, 2014.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Uma linhagem virulenta (cepa 1) do VNO identificada no ano de 1998 em cegonhas e
gansos domésticos em Israel, causou infeccbes fatais em seres humanos em Israel
(LANCIOTTI et al., 2002). Essa cepa foi responsavel, também pelas ocorréncias de pandemias
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da FNO registradas na Europa, em 1999. Na mesma época o VNO migra para os EUA
(ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). Desde entdo varios surtos de FNO foram registrados,
com ocorréncia de encefalite em humanos, equinos e elevada mortandade de aves silvestres
(CDC, 1999).

Em Nova lorque, EUA, em 1999, ocorreram os primeiros casos humanos (NASH et al.,
2001). Em pacientes internados na cidade de Nova lorque foram relatadas sequelas
neuroldgicas do VNO, incluindo fraqueza muscular grave, e aproximadamente 10,0% dos
pacientes desenvolveram uma paralisia flacida completa (CDC, 2001; LYLE et al., 2013). O
VNO tornou-se endémico nos EUA, com 16.196 casos de doenga neuroinvasiva em humanos
e 1.549 mortes desde 1999 (LYLE et al., 2013). VNO tornou-se enzo6tico em todos os 48
estados americanos contiguos e evidéncias de transmissdo para seres humanos, mosquitos,
passaros, cavalos ou outros mamiferos foram relatados em 96,0% dos condados. A ampla
distribuicdo do VNO nos EUA ¢ atribuida a capacidade do virus se estabelecer e persistir nos
diferentes ecossistemas presentes no pais. VNO foi detectado em 65 espécies de mosquitos nos
EUA (CDC, 2012), embora pareca que apenas algumas espécies do género Culex estejam
envolvidos na transmisséo epizodtica e epidémica do virus. Os vetores mais importantes sao C.
pipiens no centro-norte do pais, C. quinquefasciatus nos estados do sul, e C. tarsalis nos estados
ocidentais onde se sobrep6e com a C. quinquefasciatus (KILPATRICK et al., 2006a; GODSEY
et al., 2012). No entanto, a estrutura da populacdo de C.pipiens e C. quinquefasciatus é mais
complexa. Como estas espécies hibridizam produzem uma zona hibrida estavel através dos
Estados Unidos. Barr (1957) define os limites da zona hibrida em 36°S e 39° N com base em
medi¢bes da genitalia masculina dos mosquitos. Trabalho utilizando microssatélites
subsequentes (SAVAGE; KOTHERA, 2012; KOTHERA et al., 2013) e outros marcadores
moleculares (HUANG et al., 2011), indicam que a zona hibrida se estende mais para o norte e
sul do que o sugerido por Barr (1957). Nas latitudes médias dos EUA, ambas as espécies
nominais e hibridas podem estar presentes e sdo comumente relatadas como C. pipiens
complexo (SAVAGE et al., 2007; SAVAGE; KOTHERA, 2012).

O mecanismo pelo qual o VNO foi introduzido em Nova lorque é controverso. E
possivel que VNO fosse mantido em ciclos de transmissao de baixo nivel no nordeste dos EUA
por muitos anos e sO se tornou evidente durante o verdo e inicio do outono de 1999. Este
aumento de atividade epidémica pode ser atribuido a condigfes ambientais propicias, na area

de Nova lorque, para a transmissdo epidémica. Epidemias urbanas de LES (encefalite de St.
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Louis) na América do Norte tém ocorrido durante os verGes extremamente secos, condi¢des
como as que existiam em Nova lorque durante o verdo de 1999. Outra forma de introdugédo do
VNO em Nova lorque pode ter ocorrido por meio da entrada nos EUA de uma pessoa infectada
proveniente da Africa, Europa Oriental ou outra regido com transmissdo ativa do virus. Se a
viremia de um individuo € alta o suficiente para infectar mosquitos vetores (C. pipiens em Nova
lorque) nos mosquitos infectados o virus passa por um periodo de incubacgdo de pelo menos
duas semanas, antes que se tornem infectantes. O virus se replica no tecido dos vetores durante
o0 periodo quente, eventualmente infecta a maioria dos 6rgaos internos, incluindo as glandulas

salivares, passando a transmitir o virus durante o repasto sanguineo.

Outra possibilidade de introducdo do VNO em Nova lorque pode ter ocorrido pela
importacdo de passaros infectados. Aves legalmente importadas sdo colocadas em quarentena
durante pelo menos 30 dias. Isso deve garantir que as aves infectadas ndo entrem em contato
com vetores artropodes. Aves ilegalmente importadas ndo sdo colocadas em quarentena e pode
ter sido uma fonte de infec¢do dos mosquitos pelo virus. Carrapatos infectados ou mosquitos
infectados podem ter vindo, acidentalmente, em voo aéreo internacional. Ninfas infectadas ou
adultas de carrapatos nos corpos de humanos e animais que ingressaram no pais, também
poderiam estar infectadas, posteriormente, dando inicio ao ciclo de transmisséo do VNO em
Nova lorque (DAY; TABACHNICK, 1999). Finalmente, o virus pode ter sido liberado
acidentalmente a partir de uma experiéncia cientifica legitima ou de forma proposital como um
ato bioterrorista. A liberacdo acidental ou proposital de qualquer agente patogénico transmitido
por mosquitos, para que desencadeie um surto em humanos, depende de condi¢es ambientais
favoréveis para a amplificacdo do virus em vertebrados hospedeiros e transmissao por vetores
adequados (DAY; TABACHNICK, 1999).

VNO possue perfis distintos de RNA. Estes perfis sdo, por vezes, bastante especificos
e dependentes da localizagdo geografica original do virus. Estudos recentes tém caracterizado
os perfis de RNA de VNO, incluindo varios isolados provenientes do surto em Nova lorque.
Os resultados mostram que todos os isolados de VNO de Nova lorque eram praticamente
idénticos. Todos os virus isolados em Nova lorque possuem estreita afinidade com um VNO
isolado em Israel em 1998 (LYLE et al., 2013). A constatacdo de que h& apenas uma estirpe
genética de VNO na América do Norte aponta para a possibilidade de que o virus foi
introduzido recentemente na América do Norte, sem ter tido tempo suficiente para o surgimento

de mutacoes.
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Embora estudos tenham identificado Turdus migratorius, como o principal reservatorio
para a transmissdo do VNO na América do Norte (KILPATRICK et al., 2006a), estudos
experimentais e evidéncias indiretas sugerem que o rabo-de-quilha (Quiscalus quiscula), uma
espécie migratoria, cuja rota de migracdo inclui a maior parte da América do Norte a leste das
montanhas rochosas e ao sul da baia de Hudson, pode ter sido o principal agente para a disperséo
epidémica do VNO na América do Norte em 2002 (Figura 4).

Figura 4. Turdus migratorius (esquerda), principal reservatério no ciclo de transmissdo da
FNO e Quiscalus quiscula (direita), responsavel pela dispersdo explosiva da epidemia da FNO
na Ameérica do Norte.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Nas areas de reproducdo de Q. quiscula nos EUA houve elevado registro do VNO.
Muitas espécies de aves migratérias na América do Norte sdo conhecidas pela alta
susceptividade ao VNO, contribuindo para a ampliacdo e dispersdo do virus na América do
Norte, aléem de parecerem estarem associadas a dispersdo do VNO por longas distancias.
Histdricos de elevadas taxas de morbidade e mortalidade geralmente estdo associados as

espécies de aves passeriformes, especialmente corvideos (corvos, jays, gralhas, etc.).

Infeccdes fatais também foram relatadas entre aves dispares, incluindo aves de rapina
(corujas, gavides), flamingos, papagaios, gaivotas e gansos. No entanto a proliferacdo iniciou
na cidade de Nova lorque em area metropolitana em areas proximas do leste da América do
Norte durante 1999-2000 mediada por corvos-americanos (Corvus brachyrhynchos), e
subsequente dispersao no sudeste na Florida e na regido da Costa do Golfo, por passeriformes
migratorios, por exemplo: C. cristata, T. migratorius, Q. quiscula, e redistribuicdo e
proliferacdo subsequente do norte para o ocidente por outros passeriformes migrantes e nao

migrantes.
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Em 2001, o virus migra dos EUA para a América Central, e Caribe. Em 2003, casos de
FNO foram registrados em extensa area da América Central, incluindo 22 estados no México
(ULLOA et al., 2003), Belize e Guatemala. O primeiro caso de FNO em aves silvestres no
México foi registrado em 2003, em Tabasco (sudeste do pais), o virus foi isolado em amostra
de carcaga de um corvo comum (Corvus corax) (ESTRADA-FRANCO et al., 2003). Nos
Estados Unidos e no Canada, as taxas de morbidade e mortalidade por infec¢do pelo VNO séo
elevadas em humanos, cavalos e aves; no México e em outras regides da América Latina, 0s

impatos dessa zoonose na saude ainda sdo pouco estudados (BOSCH et al., 2007).

No México o numero de casos humanos e em animais (equideos e aves) de FNO é baixo.
Esse fato pode ser atribuido a multiplos fatores envolvidos na ecologia do virus. As interacoes
de hospedeiros amplificadores, vetores do VNO no México, combinadas com fatores como o
clima e habitat, bem como, a circulacéo de outras espécies de flavivirus, pode resultar em niveis
relativamente baixos de transmissdo e desenvolvimento da doenca. Interacdes virus-hospedeiro
no México, incluindo a susceptibilidade e a competéncia dos possiveis hospedeiros e

amplificadores, sdo ainda pouco estudadas.

A avaliacdo da resposta de varias espécies de aves a infec¢do por VNO poderia elucidar
aspectos do ciclo de transmissdo em ecossistemas tropicais e fornecer informacdes para
potenciais estratégias de vigilancia. No Caribe, VNO foi detectado em Cuba (PUPO et al.,
2006), Porto Rico, (TORRES APONTE et al., 2008), El Salvador (CRUZ et al., 2005) nas
Bahamas em 2003, e Haiti, em setembro de 2004 (BEATTY et al. 2007).

Na Venezuela foi detectado o VNO em duas espécies de passeriformes (Turdus
leucomelas e Coereba flaveola) e em galinha doméstica (G. gallus) (BOSCH et al., 2007); a
presenca do VNO na espécie Coereba flaveola (Cebinho) também foi relatado nas ilhas do
Caribe (DUPUIS et al., 2005). A Figura 5 ilustra duas espécies que foram soropositivas para o

VNO na Venezuela e Caribe.
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Figura 5. Coereba flaveola (esquerda) e Turdus leucomelas (direita), espécies que
apresentaram sorologia positiva para 0 VNO na Venezuela e no Caribe.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Um suposto caso humano de FNO no Uruguai em 2004 pode ser resultado de infcgéo
ocorrida quando da visita deste humano aos Estados Unidos (PROMED, 2004). Outros paises
tém relatado infeccBes por VNO em viajantes retornando dos EUA, Canada, Republica Checa,
Dinamarca, Franca, Alemanha e Holanda (HUBALEK et al., 2006).

O VNO chega a Argentina em 2005, com registro de casos em equinos e aves (DIAZ et
al., 2008), seguidos do primeiro caso humano conhecido de encefalite por VNO ocorrido em
2006, e casos humanos adicionais registrados em 2007 (MORALES et al., 2006; DIAZ et al.,
2008). Evidéncia sorologica da circulacdo do VNO em cavalos foi detectada em Santa Fé,
Buenos Aires, Corrientes e nas provincias de Cordoba na Argentina. Em 2005, o virus foi
isolado de cavalos mortos e aves nas regides norte e central da Argentina (MORALES et al.,
2006). Na Argentina, patos (Anatidae: Dendrocygna bicolor) e galeirdes (Rallidae: Fulica
leucoptera) foram detectados soropositivos para VNO (ARTSOB et al., 2009). Ainda na
Argentina, as espécies de aves Zenaida auriculata e Columbina picui mostram-se boas
amplificadoras do VNO (DIAZ et al., 2011) (Figura. 6).
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Figura 6. Espécies que apresentaram individuos soropositivos para VNO na Argentina:
Dendrocygna bicolor (1), Zenaida auriculata (2) e Columbina picui (3)

(1)

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

A constatacdo do VNO no género Turdus ssp. no Caribe e América do Sul, contribui para
identificar este género como reservatdrio amplificador e importante dispersor do VNO, analogo
aos seus congéneres na América do Norte, como o Tordo-americano (Turdus migratorius) que
contribuiu na disceminacdo do VNO na regido (KOMAR et al., 2003; KILPATRICK et al.,
20064a).

Até 0o momento, a FNO foi detectada em poucas espécies de aves ha América do Sul, em
relacdo ao nimero de espécies de aves residentes e exdéticas infectadas pelo VNO registrado na
América do Norte e Caribe, que abrangeu mais de 300 espécies (GUBLER, 2007). Vérias
espécies de aves, mesmo com alta carga de VNO, ndo desenvolvem a doenga grave ou fatal e
sdo capazes de migrar quando infectadas (RAPPOLE; HUBALEK, 2003). InfeccGes
experimentais com aves migratdrias tem mostrado que o VNO ndo inibe a migracdo (OWEN
et al., 2006).

A vigilancia para o VNO em éreas tropicais e subtropicais da América Central e do Sul
se torna mais complexa em vista da presenca de outras espécies de flavivirus
enzooticos/endémicos, especialmente SLE e DENV, e pela dificuldade de um diagndstico
preciso e a diferenciacdo entre os quadros clinicos em humanos infectados por esses virus
estreitamente relacionados, inclusive ao ponto dos anticorpos poderem ser parcialmente
protetor contra a infec¢do por VNO, o que pode explicar a pouca gravidade da doenca clinica
nessas regides (GUBLER, 2007).
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Dentro da diversidade de espécies de aves nas regides tropicais existem aquelas espécies
que ndo sdo boas amplificadoras do VNO, portanto oferecem menor risco de infeccdo dos
vetores gque se alimentarem dessas aves infectadas, o que reduz a probabilidade de uma grande
acumulacdo de virus nas populagdes vetoras e de aves hospedeiras, diminuindo a chance de

ocorréncia de surtos em humanos (ARTSOB et al., 2009).

Uma segunda hipdtese para tentar explicar por que humanos e equinos infectados por
VNO néo desenvolvem a doenca neuroldgica grave em areas tropicais, diz respeito a possivel
ocorréncia de imunidade cruzada pela presenca de anticorpos decorrentes da infeccdo por outros

flavivirus geneticamente proximos ao VNO.

Existem diversas espécies de flavivirus endémicas ou enzooéticas no Caribe, América
Central e América do Sul, incluindo o virus da dengue (SLEV), o virus da febre amarela (YF),
virus llhéus (ILHV), virus Rocio (ROCV), virus Cacicaporé (CPCV), virus Aroa (AROAV),
virus Naranjal (NJLV), virus Bussuquara (BSQV) e virus Iguape (IGUV) (SABATTINE et al.,
1998; GUBLER, 2007). Alguns desses virus sdo membros do sorogrupo JE (Sorogrupo virus
da encefalite japonesa): VNO, CPCV, MVEV, ILHV, SLEV, ROCV, KUNV, USUV, virus
Kokobera (KOKV). Existem evidéncias experimental que anticorpos de flavivirus heterotipicos
podem modular ou regular negativamente a doenca clinica e reduzir as cargas virais. Assim, é
possivel que os anticorpos dos flavivirus difundidos entre populagdes de aves
silvestres/domésticas, de humanos e de outras espécies animais na América tropical regulem
ou modulem a doenca clinica e a viremia associada a infeccdo por VNO, reduzindo a
transmissdo (GUBLER, 2007).

Os niveis elevados de biodiversidade encontrados nas regides Neotropicais contribuem
para reduzir a transmissdo do VNO (SWADDLE; CALOS, 2008). No entanto, nas areas
urbanas a biodiversidade ocorre pela colonizacédo por varias espécies de aves competentes para
amplificar o VNO, como pardais de casa (Passer domesticus) e iraina-dos-pauis (Quiscalus
major). A auséncia de corvideos nos peridomicilios das regifes neotropicais aparentemente

contribui para reduzir o risco de infecgdo humana por VNO (REISEN et al., 2006).

Para investigar se a aparente baixa prevaléncia da FNO no México é consequéncia da
reduzida viruléncia das cepas VNO circulantes no pais, entre 2006-2008, foi realizada uma série
de infeccOes experimentais por VNO em aves de varias espécies, potenciais hospedeiras e
amplificadoras do VNO incluindo: galinhas (G. gallus), pombas (Columba livia), pardais
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(Passer domesticus), tordos-cor-de-argila (Turdus grayi) e zanate-mexicano (Quiscalus
mexicanus) Foi mensurada a viremia, excrecdo viral, as taxas de sobrevivéncia, tropismo
tecidual e indice de competéncia como reservatério das aves inoculadas com cepas de VNO do

sul do México (Tabasco) ou norte do Mexico (Tecate).

Os titulos de viremia observados para galinhas e pombos adultos ndo atingiram niveis
para infectar os mosquitos, mostrando que estas aves, pelo menos quando adultas, sdo
reservatorios ineficientes para as duas cepas testadas. As outras trés espécies de passeriformes
testadas foram consideradas reservatorios competentes. No entanto € dificil comparar esses
resultados com outros experimentos, em vista da variagao das espécies testadas, cepas utilizadas
e via de inoculagéo (agulha x vetor). Apesar disso, a competéncia observada do Q. mexicanus
para a cepa Tabasco do VNO € quase tdo alta quanto ou maior do que a observada para qualquer
espécie, independentemente do método de inoculacdo (KILPATRICK et al., 2006a). Esta
espécie parece ter uma importancia expressiva como reservatorio e dispersor do VNO, a partir
das planicies centrais dos Estados Unidos, sul do México, América Central e Colémbia. A
Figura 7, apresentada abaixo,mostra 0 mapa de distribuicdo do Quiscalus mexicanus nas

Ameéricas.

Figura 7. Mapa de distribui¢do do Zanate-mexicano (Quiscalus mexicanus).

Fonte: Site Wikipedia — <https://es.wikipedia.org/wiki/Quiscalus_mexicanus>
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No Brasil, em fevereiro de 2009, amostras de mosquitos, de sangue de cavalos e filhotes
de jacaré de vida livre foram coletadas em seis fazendas de gado na regido do Pantanal (18°20
'19°40'S e 57°14"' 55°00'W) durante a estacdo chuvosa, resultando em cinco cavalos
soropositivos para VNO, sendo este o primeiro caso confirmado da circulagdo do VNO no
Brasil (PAUVOLID-CORREA et al., 2011).

Ometto et al. (2013) realizaram um inquérito sorolégico em 678 equideos (517 cavalos,
156 mulas e cinco burros), entre 2002 e 2009, e 478 aves, amostradas entre 2008 e 2010, em
todos os biomas brasileiros (Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Floresta Amazo6nica, Pantanal
e 0 Pampa do Rio Grande do Sul). Resultando em cinco (1,05%) aves soropositivas no ELISA
especifico para VNO e 13 (1,9%) equideos soropositivo nos mesmo testes. Os resultados do
PRNT néo confirmaram a soropositividade para o flavivirus nas cinco amostras positivas das

aves, no entanto confirmou a positividade para os 13 equideos.

A falta de evidéncia da FNO em aves no Brasil permanece intrigante porque varias
espécies migratdrias foram avaliadas e aves soropositivas foram predominantes nos ultimos
cinco anos em paises vizinhos do Brasil (DIAZ et al., 2011). Infec¢des experimentais em varias
espécies de aves indicaram que os niveis de viremia permanecem elevados durante curto
periodo (maximo de sete dias), sugerindo que a introducdo do VNO por aves migratorias de
longa distancia seja um evento improvavel (KOOPMANS et al., 2007) e corroborando a
hip6tese que o virus se espalha por meio de aves residentes ou aquelas que se deslocam em
curta distancia, propagando o virus para o sul das Américas e nao diretamente por aves

migratorias da América do Norte.

Em relacéo aos seres humanos, no Brasil, ha um intenso programa de vacinagdo para a
febre amarela. Em vista do virus ocorrer de forma endémica no pais, assim como 0s sub-tipos
do virus da dengue (DENV), e ambos os virus podem conferir imunidade cruzada para outros
flavivirus, o que pode resultar em manifestacdes sub-clinicas nos casos de infeccéo pelo VNO
(OMETTO et al., 2013).

No Brasil, considerando a grande populacao de aves que podem agir como reservatorios,
abundancia e diversidade de espécies de mosquitos, é possivel que o VNO pode ter se tornado
endémico em alguns estados. Conforme ja descrito por Araujo et al. (2005), anualmente
milhares de aves migratorias provenientes da costa leste dos Estados Unidos e Canada chegam

ao Brasil, entrando em contato com as aves silvestres residentes. Esse contado ocorre
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principalmente nos locais de pouso e invernada, onde o risco de transmissdo dos patdgenos é
mais elevado entre as espécies migratdrias e as residentes, fato que reforca a necessidade de
implantacdo de um sistema de vigilancia sentinela nesses pontos, segundo normatizacdo do
Ministério da Saude - MS (BRASIL, 2010).

Araujo et al., (2012) realizaram inquéritos utilizando teste de de inibicdo de
hemaglutinacdo (IH) e isolamento viral em Salinopolis/Pard, 229 aves foram capturadas em
2007 e 245 em 2008, entretanto, somente foram observados animais reagentes no ano de 2007.

Né&o foi possivel o isolamento de nenhum arbovirus nas amostras coletadas.

Através do teste de IH, foi identificada a presenca de anticorpos para alfavirus,
flavivirus e bunyavirus. Algumas espécies de aves, como o0 macgarico-mitdo (Calidris pusilla),
vira-pedra-ferrugem (Arenaria interpres) e a batuira-cinzenta (Pluvialis squatarola),
mostraram maior capacidade de amplificacdo de alguns arbovirus. Quando considerado o status
das aves, 85,2% das reacOes positivas eram provenientes de aves migratorias e somente 14,8%
de residentes. Considerando os alfavirus, a espécie P. squatarola apresentou 28,6% de
positividade, seguida da A. interpres com 11,8%. As duas espécies sdo migratorias, dificultando
a determinacdo do local provavel de infeccdo. Para os flavivirus, somente as espécies trinta-
réis-ando (Sterna superciliaris) e a C. pusilla foram reagentes, sendo que a primeira tem o status
de residente. Considerando os bunyavirus, A. interpres foi reagente para o virus Oropouche
(OROV), seguida do macarico-de-asa-branca (Charadrius semipalmatus), macariquinho
(Calidris minutilla), macarico-pintado (Actitis macularius) e C. pusilla. Por esse virus ser
endémico na regido do estudo e ndo estar presente no hemisfério norte, de onde migram as
espécies reagentes, pondera-se que as mesmas tenham se infectado na area, corroborando com
0 que ja foi descrito por (VASCONCELOS et al., 1998). Observou-se que os individuos que
foram reagentes para um virus de um grupo nao foram reagentes para outro virus do mesmo
grupo. Assim, o presente estudo confirma relato feito por Charles H. et al. (1989) e Degallier
etal. (1992), segundo 0s quais 0s grupos de aves de uma mesma espécie raramente contam com
mais de uma espécie de virus pertencente a0 mesmo grupo viral, e isso se deve a
competitividade existente entre 0s virus de um mesmo grupo, neste estudo ndo foi detectado a

presenca do VNO.

Em agosto de 2014, um trabalhador rural de Aroeiras do Itaim municipio do estado do

Piaui no Brasil, foi admitido no Instituto Natan Portella para Doengas Tropicais (Teresina,
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Estado do Piaui, Brasil), com sintomas clinicos de encefalite aguda. Foi enviada amostra de
sangue, liquido cefalorraquidiano e fezes, desse individuo, para o Instituto Evandro Chagas
(Ananindeua, Para, Brasil), na tentativa de detectar herpes virus, enterovirus e arboviroses. Em
Novembro de 2014 foram divulgados os resultados dos exames do individuo, que confirmaram
0 primeiro caso de FNO para o Brasil (VIEIRA et al., 2015) (Figura 8).

Figura 8. Trabalhador rural, no estado do Piaui foi o primeiro caso humano de FNO no Brasil,
2014. O quadro clinico apresentou fraqueza muscular grave e paralisia flacida completa, que
impossibilitava a locomocao.

Fonte:Pedro Cerqueira Lima

Em relacdo a este caso humano de FNO, a equipe envolvida na vigilancia
epidemioldgica do estado do Piaui trabalha com a hipétese da existéncia de uma endemia
silenciosa de FNO no estado e, talvez, no &mbito nacional. Os quadros clinicos de encefalite
causados por diferentes espécies de virus e outros agentes ndo virais podem apresentar sinais e
sintomas coincidentes. A suposicao classica da natureza herpética de encefalite viral, a falta de
terapias especificas contra a maioria dos virus, bem com a falta de métodos de diagndstico na
maioria dos hospitais brasileiros sdo fatores que, combinados, contribuem para o0 nao
reconhecimento dos agentes etioldgicos envolvidos nas infec¢bes do sistema nervoso central.
Estas afirmacfes podem indicar que outros casos de encefalite por VNO podem ter ocorrido
sem 0 reconhecimento clinico da doenca e sem a realizacdo dos testes necessarios a
identificacdo do agente etiologico. Clinicos brasileiros, pesquisadores e epidemiologistas tém
um desafio pela frente, uma vez que o esclarecimento sobre o estado atual de circulagdo do
VNO (possiveis vetores, reservatérios silvestres residentes, prevalécia/incidéncia) tem

relevancia epidemiologica para o Brasil.
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1.2 Botulismo

O botulismo é uma doenca de baixa ocorréncia e de alta letalidadade, tendo ocorréncia
mundial e normalmente esta relacionada as conservas de alimentos caseiras contendo vegetais
ou carnes. E causada pela bactéria Clostridium botulinum, bacilos gram-positivos anaerébicos,
que podem se apresentar na forma esporulada e produzem a toxina botulinica, considerada a
substancia mais toxica conhecida (SCHIAVO et al., 2000).

O C. botulinum é uma bactéria cujo habitat natural é o solo, com destaque ao solo na
forma de lama, onde a atividade de producdo de toxima parece ser mais elevada (SCHIAVO et
al., 2000). Diversos autores descrevem fatores ambientais que favorecem a proliferacéo do C.
botulinum e 0 aumento da producdo e concentracdo da toxina botulinica no meio: auséncia de
chuva (periodos de seca) com progressiva deterioracdo dos ambientes aquaticos, com aguas
rasas, estagnadas, pH alcalino, diminui¢cdo do oxigénio dissolvido/anaerobiose, abundancia de
invertebrados aquaticos e de matéria organica em decomposicdo (SMITH, 1976; ROCKE;
SAMUEL, 1999; YULE et al., 2006; DEFILIPPO et al., 2013; WLODARCZYK et al., 2014)

A atividade humana também pode aumentar o substrato disponivel para a producdo da
toxina em areas Umidas. Por exemplo, drenagem de pantanos, pesticidas e outros poluentes
agricolas pode matar a vida aquatica, proporcionando assim mais substrato para a producao de
toxina. Esgoto bruto e vegetacdo apodrecida sdo outras potenciais fontes de substrato. Embora
a maioria das aves aquaticas ndo va consumir diretamente uma carcaca de animal vertebrado,
elas véo ingerir as larvas de insetos presentes nas carcagas. Desta forma, os surtos de botulismo
podem se perpetuar (YULE et al., 2006) (Fig. 9).

Figura 9. Carcacas de aves dispostas nas margens de lago da Represa de Sobradinho, Remanso,
Bahia/Brasil, 2008

Fotos: Pedro Cerqueira Lima
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A fonte da toxina botulinica e dificil de ser identificada; a toxina pode entrar no ambiente
por causa de varios fatores contribuintes, destacando-se carcacas de vertebrados que podem
desempenhar um papel impactante importante, fornecendo um substrato adequado para o
crescimento de C. botulinum (DEFILIPPO et al., 2013).

O botulismo ¢ uma doenga tipicamente de beira d’agua, raramente aves doentes ou mortas
sdo encontradas distantes da borda da vegetagdo que marca o nivel original da 4gua antes do
recuo em decorréncia de uma eventual seca. Varias carcacas de aves depositadas nas
proximidades das margens, quando se observa a reducao do nivel dalamina d'agua em periodos

de seca, geralmente tipificam o aparecimento de grandes surtos da doenga (Fig. 10).

Figura 10. Aves aquaticas, encontradas debilitadas na borda de um pequeno lago adjacente a
Represa de Sobradinho, Remanso, Bahia, Brasil, 2008.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Em represamentos onde os niveis de agua sdo relativamente estaveis, aves afetadas
podem ser encontradas em areas de vegetacdo inundada (Fig. 11). Aves afetadas pelo botulismo

também tendem a se reunir ao longo de peninsulas e ilhas de vegetacdo (YULE et al., 2006).
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Figura 11. Dendrocygna viduata, representante da familia Anatidae, encontrado debilitado em
uma ilha de vegetacdo na Represa de Sobradinho, Remanso, Bahia, Brasil (foto esquerda),

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

O botulismo € considerada uma doenca paralitica (SMITH, 1976) causa paralisia dos
musculos e do diafragma que pode impedir a respiracdo, causando insuficiéncia respiratoria e
a morte em seres humanos, aves e outros animais (DUNCAN; JENSEN, 1976). O botulismo

causa também paralisia da palpebra interna dos animais (Fig. 12).

A morte das aves em ambiente aquatico se da em virtude da paralisia flacida do musculo
do pescoco que impede que as aves mantenham a cabeca fora da dgua levando a morte por
afogamento (Fig. 13) (HANNETT et al., 2011). Estes séo os dois sinais de botulismo aviarios
mais facilmente reconhecidos. Quando as aves chegam nessa fase, muitas vezes se afogam antes

de morrerem de insuficiéncia respiratdria causada pela toxina botulinica (YULE et al., 2006).

Figura 12. Netta erythrophthalma, com paralisia da palpebra interna, ou membrana nictitante

Foto: Pedro Cerqueira Lima
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Figura 13. Dendrocygna viduata, prestes a se afogar por causa da paralisia flacida dos
musculos do pescoco, incapacitada de manter a cabeca ereta, em virtude do botulismo, 2008.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Dependendo da quantidade de toxina ingerida, e a susceptibilidade das espécies, o sinal
de botulismo em aves aquéticas pode progredir de uma ligeira dificuldade para algar voo a uma
completa paralisia flacida dos membros e pescoco, seguido por crise respiratdria aguda
sofrimento e morte (JOHNSON; MONTECUCCO, 2008).

O C. botulinum é dividido em sete sorotipos, de A a G, com base na especificidade
soroldgica da toxina produzida (AUSTIN, 2001). Em humanos os tipos A, B, E e F sdo
responsaveis por causar a doenca e os tipos C, e D afetam principalmente animais
(HEDELAND et al., 2011). A ocorréncia do sorotipo E pode estar associada, entre outros, a
presenca de peixes em decomposicdo, favorecendo a proliferacdo do C. botulinum e a producao
desse tipo de neurotoxina (CANN; TAYLOR, 1982). O acumulo de peixes mortos no fundo de
lagos pode se tornar uma fonte significativa de botulismo tipo E. Invertebrados também podem
desempenhar importante papel com vetores, transportando a toxina tipo E, como ja
demosntrado em caracdis, minhocas e pequenos nematoides (HUSS; ESKILDSEN, 1974;
YULE et al., 2006).
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Casos humanos de botulismo tipo E, também, tém sido associados ao consumo de
peixes, outros organismos aquaticos e mamiferos (COLLINS; EAST, 1998; HAUSCHILD;
DODDS, 1993). Apesar de C. botulinum tipo E ter sido associado, quase exclusivamente, a
ambientes aquéticos, surtos deste tipo de botulismo entre aves aquéticas selvagens e passaros
da costa sdo raros. Kaufmann & Fay (1964) relataram um surto de botulismo do tipo E entre
mergulhdes e gaivotas que se alimentavam de peixes no lago Michigan, em 1963. C. botulinum
tipo E foi reportado no contetdo intestinal de peixe retirados dos Grandes Lagos (BOTT etal.,
1966), bem como, em peixes mortos recolhidos no Lago Michigan (MONHEIMER, 1968).

Surtos de botulismo na criacdo de peixes tém sido bem documentados (HUSS;
ESKILDSEN, 1974; CANN; TAYLOR, 1982), apesar de que o conhecimento sobre sua

toxicologia nessas espécies necessitar de maiores esclarecimentos (YULE et al., 2006).

As maiorias dos surtos de botulismo ocorrem durante o verdo, quando as temperaturas
sdo elevadas (YULE et al., 2006). Pesquisas realizadas na india detectaram C. botulinum em
amostras de peixes crus em estabelecimentos varejistas de Cochin, onde foram detectadas
toxinas dos tipos A e D com uma prevaléncia de 19,0% nos peixes comercializados. A
incidéncia de C. botulinum em camardes foi de 25,0%. As toxinas dos tipos A e D foram
prevalentes nos peixes frescos, e as dos tipos C e D foram predominantes nos produtos curados.
Em camaréo salgado desidratado, das 21 amostras analisadas, 48,0% (10/21) hospedavam a
toxina botulinica do tipo D (LALITHA; SURENDRAN, 2002).

O botulismo provoca doenca e mortalidade em aves silvestres (FORRESTER et al.,
1980; WOBESER, 1997), com relatos em todo o mundo especialmente em aves aquéticas
(Anseriformes ): FORRESTER et al., 1980; SHAYEGANI et al., 1984 ;WOBESER, 1997),
aves marinhas (Charadriiformes); FORRESTER et al., 1980), gaivotas (Larus argentatus):
HANNETT et al., 2011), além de galinhas domésticas (G. gallus): DOHMS & CLOUD, 1982).

A deteccdo de C. botulinum em aves aquaticas e larvas de moscas (DEFILIPPO et al.,
2013), bem como a presenca de larvas no conteudo do estdmago de aves moribundas, € um
forte indicio de intoxicacdo de aves aquéaticas (YULE et al., 2006). Mortandades de aves
aquaticas geralmente sdo causadas pela toxina tipo C. Toxina botulinica tipo A também causam

doenga em péassaros, mais frequentemente nas galinhas domesticas.
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Os tipos B, D, F e G ainda ndo foram detectados causando morte de aves na América
do Norte (YULE et al.,, 2006). Os abutres sdo considerados excecdo: eles sdo altamente
resistentes a toxina do tipo C (ROCKE; FRIEND, 1999).

O comportamento de forrageamento &, provavelmente, 0 mais importante meio pelo
qual a toxina botulinica ingressa no orgamismo animal. O ato de filtrar os alimentos e de
mergulhar e revolver os substratos, observado em aves aquéticas e marinhas, parece estar entre
as condicdes que colocam estas espécies como as de maior risco (Figura 15). Botulismo em
aves aquaticas tem sido relatado na América do Norte, particularmente na Regido Oeste, na
América do Sul, Europa, Europa Central, Africa do Sul, Australia e Japio (FORRESTER et al.,
1980; SHAYEGANI et al., 1984; VIDAL et al., 2013).

A figura 14 apresenta o ciclo epidemioldgico do botulismo em aves, a partir das larvas
de insetos presentes em carcacas, assim como a sua ingestao pelas aves. A producdo de toxinas
ocorre em lugares que possuem carcacas de animais em decomposi¢do. Moscas depositam seus
0VO0S nessas carcagas, resultando em larvas, que concentram toxinas. As aves ingerem essas

larvas como alimento, e acabam morrendo contaminadas pelas toxinas.
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Figura 14. Ciclo epidemiologico do botulismo em aves, a partir das larvas de insetos presentes
em carcacas e sua ingestao pelas aves

Carcass-maggot cycle of avian botulism
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Fonte: Avian Botulism Tonie E. Rocke & Milton Friend (1999)

Mais de um milhdo de mortes por botulismo aviario foram relatados em surtos
relativamente localizadas em um Unico ano, e surtos com perdas de 50.000 ou mais aves sao
relativamente comuns. A nivel mundial, o botulismo aviario € provavelmente a doenca mais

importante das aves migratorias (YULE et al., 2006).

Varios surtos de botulismo tipo C ja ocorreram no estado de Nova lorque, sendo que
um deles matou mais de 8.000 faisbes comuns (Phasianus colchicus) em uma fazenda de
criagdo. Outro, envolvendo 1.200 patos, ocorreu em Ellicott Creek, na cidade de Amherst (Erie
County, USA) onde aproximadamente de 95,0% destes eram patos selvagens e 5,0 % eram
patos-carolino (Aix sponsa). Outro surto, envolvendo 1.500 patos selvagens e cerca de 100
passaros da fauna costeira sendo a sua grande maioria magarico-grande-de-perna-amarela
(Tringa melanoleuca), ocorreu em outubro de 1982 em Oak Orchard e Tonawanda, areas
Umidas destinadas & conservacdo da vida silvestres e local de grande concentragdo de aves
migratorias. A presenca da toxina de C. botulinum no soro dos patos e nas larvas de moscas

nesses surtos levou a suspeita de que 0s vermes na area poderiam ter sido contaminados com a
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toxina botulinica. As larvas podem ter se alimentado dos cadaveres de aves ou outros animais
que morreram por botulismo (SHAYEGANI et al., 1984).

Alguns surtos de botulismo aviarios tém sido associados as rotas de migracdo de aves
(YULE et al., 2006). Todos os anos, varias espécies de aves silvestres, em particular, o pato-
real (Anas platyrhynchos), migram de outros paises europeus para a Italia. A Italia hospeda
patos selvagens provenientes de uma ampla area geogréfica: Europa Central (Alemanha,
Austria, Poldnia, Republica Checa, Suica, Camargue francés, e Sul da Alemanha), Norte da

Europa (Dinamarca, Suécia e Reino Unido) e Europa Oriental.

No Brasil o botulismo em bovinos é uma doenca de grande importancia devido ao seu
impacto econémico/sanitario, podendo causar uma grande mortalidade de bovinos adultos.
Surtos tém sido registrados nos ultimos anos no Brasil, em extensas regies do pais acometendo,
sobretudo fémeas em gestacao ou lactagdo, com a estimativa de centenas de milhares de mortes
(DOBEREINER et al., 1992; DUTRA; DOBEREINER, 1995). Bovinos de regides geograficas
com acentuada deficiéncia de fésforo no solo e na pastagem, tendem a buscar suprir este déficit,
roendo 0ssos dos cadaveres de outros animais, principalmente rebanhos criados extensivamente
a osteofagia, pode ser fonte contaminante da toxina botulinica (RIBAS et al., 1994; DUTRA;
DOBEREINER, 1995). Na Africa do Sul, Australia e América do Sul, o botulismo tipo C esta
relacionado com o consumo de 0ssos e material de carcaga produzida pelo gado (osteofagia),
resultante de deficiéncia de fosforo (KRICK et al., 1994), o botulismo também pode estar
associado a alimentos contaminados e armazenados inadequadamente (DUTRA et al., 2001).
Botulismo tipo C também tem sido associado com a adicdo de cama de frango contendo

carcacas de frango para racoes de gado (MCLOUGHLIN et al., 1988).

No Brasil séo raros os estudos sobre o botulismo em aves silvestres, o primeiro relato
ocorreu no final do verdo de 2010, onde um surto de botulismo tipo C afetou as aves mantidas
em um lago no Zooldgico do Rio Grande do Sul. Um total de 14 aves representantes da familia
Anatidae (10 cisnes-pescoco-negro, Cygnus melancoryphus, trés patos-do-mato, Cairina
moschata; e uma marreca-caneleira, Dendrocygna bicolor) de um total de 100 aves morreram
depois de apresentar paralisia muscular flacida, sinais caracteristicos de dificuldade de
locomogdo, vOo, natagdo, pescoco caido e grave dispneia. No recinto foram encontradas

carcacas de aves mortas (algumas infestadas por larvas de moscas sarcéfagas).
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O nivel d’agua da lagoa estava baixo, com reduzida concentragéo de oxigénio livre, muita
matéria organica e lama. Os achados epidemioldgicos e clinicos indicaram o diagnéstico de
toxina do botulismo tipo C, que foi confirmado por bioensaio e soroneutralizacdo (SN)
(MCLOUGHLIN et al., 1988)., OLINDA et al. (2015) relatam um surto de botulismo tipo C
em galinhas (G. gallus domesticus), patos (Anas platyrhynchos) e em Galinha d’angola
(Numida meleagris) criadas no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. Aliquotas de soro
foram encaminhadas para o Setor de Clostridioses do Laboratério Nacional Agropecuario de
Minas Gerais (LANAGRO-MG) para pesquisa da toxina botulinica por SN em camundongos,
resultando na deteccdo da toxina botulinica tipo C. Este foi primeiro relato de botulismo em
aves domesticas na regido Nordeste do Brasil, e a primeira descricdo da doenga em galinha

d’angola.

Devido ao fato dos esporos de C. botulinum serem resilientes e estarem frequentemente
presentes nas areas Umidas, tentativas para reduzir ou eliminar o agente ndo sdo atualmente
vidveis, apenas algumas ac¢des para mitigar a ocorréncia do botulismo, reduzindo os fatores
ambientais predisponentes sdo praticavies, como: evitar o acimulo de matéria organica em
zonas Umidas, especialmente nas areas de repouso e alimentacdo de aves aquaticas migratorias
(patos, gansos, cisnes entre outras). A morte do gado bovino por botulismo e a permanecia das
carcagas no pasto é uma importante fonte de contaminacdo dos ambientes Umidos, por essa
razdo é recomendado a vacinacdo anual de todo o rebanho, antes do periodo das chuvas. Na
primeira imunizacao recomenda-se um reforco da vacina, quatro a seis semanas apds a primeira
dose (DUTRA et al., 2001). Outra estratégia de controle é a destinacdo adequada de todas as
carcacas de animais, enterrando-as ou queimando-as, especialmente durante os surtos de
botulismo, reduzindo a disponibilidade de substrado para a proliferacdo do C. botulinum e
producdo de toxina. A importancia da remocao rapida e completa das carcacas e eliminacdo
adequada ndo podem ser subestimadas. Varios milhares de larvas de insetos contaminadas pela
toxina butolinica podem ser produzidas a partir de uma unica carcaca. O consumo entre duas a
quatros dessas larvas pode ser letal para um pato, perpetuando o ciclo de botulismo na area
(YULE et al., 2006).

Com base no exposto sobre a febre do Nilo Ocidental e o botulismo é possivel observar
que as pesquisas, muitas vezes, ttm uma motivacdo econdmica ou de saude publica quanto
investiga os surtos em animais ou humanos. No Brasil, com algumas execdes, essa tendéncia

se repete, com reduzidos esforgos/recursos para a incluséo de fatores ambientais relevantes e a
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investigacdo de potenciais reservatorios silvestres de vida livre na epidemiologia dessas

Z00Nnoses.

Talvez por essa razdo, casos de infeccdo por VNO e intoxicacdo por toxina botulinica
em aves silvestres de vida livre ndo tenham sido corretamente diagnosticados, apesar de
poderem contribuir para a endemicidade e dispersdo dessas zoonoses e representarem um fator

de risco, ainda pouco avaliado, para a conservacao da biodiversidade.
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2 HIPOTESE DO TRABALHO

2.1 O virus do Nilo Ocidental (VNO) esta presente em populacfes de aves silvestres de vida

livre no Brasil e pode estar associado a presenca de aves migratdrias infectadas;

2.2 O botulismo em aves silvestres de vida livre de ambientes aquaticos ocorre no Brasil e pode

causar surtos com elevada mortalidade.

3 OBJETIVOS DO TRABALHO

3.1 Objetivo Geral

Investigar a possivel ocorréncia de casos de infeccdo por VNO e casos de botulismo em
aves silvestres de vida livre na regido Nordeste do Brasil.

3. 2 Objetivos Especificos

3.2.1 - Realizar o inventario das aves migratdrias nas principais rotas de migracao

existentes na regidao Nordeste do Brasil;

3.2.2 - Realizar inventario das aves nos principais pontos onde houve relato de elevada

mortalidade destes animais;

3.2.3 - Coletar amostras de sangue, suabs de cloaca, cérebro e visceras das aves nas areas
identificadas anteriormente para fins diagnosticos virolégico no Instituto Evandro
Chagas/PA,;

3.2.4 - Coletar amostras de dgua e substratos nos locais identificados, para analise de metais
pesados e microbioldgicos, a serem realizadas no laboratério da CETREL (Empresa de

Protecdo Ambiental do Polo Petroquimico de Camacari/BA);

3.2.5 - Coletar amostras de agua, substratos e material biologico de aves debilitadas e
mortas para analise de toxina botulinica no Laboratorio de Enfermidades Infecciosas dos
Animais, da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Campus de Aracatuba/SP.
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5 ARTIGO CIENTIFICO I

Evidéncia sorologica de infeccdo prévia por arbovirus em aves silvestres da area de

registro do primeiro caso humano de encefalite pelo virus do Oeste do Nilo no Brasil

RESUMO

No decorrer da epidemia da febre do Nilo Ocidental ocorrida na Europa, 1996 a 2001, o virus
chegou aos EUA em 1999, se dispersando para o norte, bem como, para a América Central e
do Sul. No Brasil, o primeiro artigo sobre a presenca de anticorpos contra o virus do Nilo
Ocidental (VNO) data de 2009, em cavalos na regido do Pantanal. No entanto, em 2013, outro
artigo relata a presenga de anticorpos anti- VNO em equinos do estado de Ronddnia, regido
Norte do pais, em amostras coletadas em 2002. Em agosto de 2014, um trabalhador rural do
municipio de Aroeiras do Itaim, estado do Piaui, apresentou um quadro de encefalite causado
pelo virus do Nilo Ocidental, sendo o primeiro caso humano registrado no Brasil. O presente
trabalho objetivou investigar a epidemiologia desse foco, abordando a possivel participacédo de
espécies de aves silvestres residentes e migratorias no ciclo de transmissédo de VNO. A pesquisa
viral e sorologica nas amostras coletadas nessas aves, incluiram, além do VNO, outros arbovirus
de importancia epidemioldgica no Brasil. Foram capturadas 242 aves de 38 espécies, com taxa
de coleta de material para a sorologia pelo teste de inibigdo por hemaglutinacédo (IH) de 13,63%
(33/242), das quais foram reagentes 18,18% (6/33), sendo que cinco delas para VNO. As seis
amostra que apresentaram reacao foram analisadas com a técnica de neutralizacao por reducéo
de placas (PRNT), com resultados positivos para VNO em trés amostras de espécies residentes:
Columbina talpacoti, Piaya cayana e Turdus rufiventris, destacando a importancia da
participacdo de espécies silvestres de aves residentes no ciclos de transmissdo do VNO no
Brasil, tendo em vista que esses resultados foram obtidos na mesma area onde ocorreu o
primeiro caso humano de FNO. O presente estudo representa o primeiro registro de infeccéo

por VNO em aves silvestres residentes no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Flavivirus, febre do Nilo Ocidental, Virus do Oeste do Nilo, aves

silvestres.
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ABSTRACT

In the course of the epidemic of West Nile fever in Europe, 1996-2001, the virus arrived in the
United States in 1999, spreading to the north as well as to Central and South America. In Brazil,
the first article on Presence of antibodies against West Nile virus (WNV) dates back to 20009,
in horses in the Pantanal region. However, in 2013, another article reports the presence of anti-
WNV antibodies in horses from the state of Ronddnia, northern region of the country, in
samples collected in 2002. In August 2014, a rural worker in the municipality of Aroeiras do
Itaim, state Of Piaui, presented a picture of encephalitis caused by West Nile virus, being the
first human case registered in Brazil. The present work aimed to investigate the epidemiology
of this focus, addressing the possible participation of wild and migratory wild bird species in
the WNV transmission cycle. Viral and serological research on the samples collected in these
birds included, in addition to WNV, other arboviruses of epidemiological importance in Brazil.
A total of 242 birds from 38 species were collected, with a collection rate of 13.63% (33/242)
hemagglutination inhibition (HI), of which 18.18% (6/33) , Five of them for WNV. The six
samples that showed a reaction were analyzed using the plate reduction neutralization technique
(PRNT), with positive results for WNV in three samples of resident species: Columbina
talpacoti, Piaya cayana and Turdus rufiventris, highlighting the importance of the participation
of wild species Of birds resident in the WNV transmission cycles in Brazil, considering that
these results were obtained in the same area where the first human case of WNV occurred. The

present study represents the first WNV record in wild birds resident in Brazil.

KEY WORDS: Flavivirus, West Nile fever, West Nile virus, wild birds, Brazil.
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5.1 INTRODUCAO

O virus do Oeste do Nilo Ocidental (VNO) é um flavivirus, agente etiolégico da febre
do Nilo Ocidental (FNO), uma zoonose emergente em diversos paises. O VNO foi isolado pela
primeira vez em 1937, a partir do sangue de uma paciente, em uma provincia do oeste de
Uganda, na Africa Central (SMITHBURN. et al., 1940).

O VNO foi negligenciado quanto a sua importancia para a satde publica, pois a maioria
das infeccdes € assintomatica ou oligossintomatica, caracterizada por febre aguda inespecifica
de baixa gravidade (HAYES e MONATH, 1989). No entanto, um subtipo do virus com maior
viruléncia e potencial epidémico emergiu no inicio de 1990 (GUBLER, 2007). Desde entdo,
casos graves ou letais de infeccdo pelo VNO passaram a ser documentados em diversos taxons
de vertebrados, incluindo aves, répteis, anfibios e diversas espécies de mamiferos, inclusive
humanos, sendo que algumas aves silvestres se destacam como reservatérios e replicadores do
VNO (CDC, 2013).

Em meados da década de 1990, uma importante epidemia da Febre do Nilo Ocidental
(FNO) ocorreu na Europa, com elevada taxa de infec¢do neuroldgica nas areas mais baixas do
vale do Danubio e Bucareste, Roménia (TSAI et al., 1998). Os surtos, envolvendo humanos e
animais com distdrbios neuroldgicos, alertaram para a importancia do VNO para a saude
humana e animal (TBER, 1996; PLATONOV et al., 2011). Ap0s as ocorréncias registradas na
Europa, surtos esporadicos foram registrados na Africa, Asia e Oriente Médio, sendo que, em
1999, foram notificados os primeiros casos nos EUA (ZELLER & SCHUFFENECKER, 2004).
Desde entdo, varios registros do VNO ocorreram nas Américas, associados a sintomatologia
neuroinvasiva em humanos e equinos, em parte, acompanhados por elevada mortalidade de
aves silvestres, como ocorreu no Nordeste dos EUA (CDC, 2013) (Apéndice 1). A partir de
2001, detec¢bes do VNO ou anticorpos anti- VNO passaram a ser relatadas no Canada, México,
América Central, e Caribe (ULLOA et al., 2003; CRUZ et al., 2005; PUPO et al., 2006; CDC,
2013).

Na América do Sul, o VNO foi detectado pela primeira vez em equinos na Colémbia
(STEINMAN et al., 2003), seguido da Venezuelaem 2004 (BOSCH et al., 2007). Na Argentina,
em 2005, o virus foi isolado em equideos com sinais neuroldgicos. Anticorpos anti- VNO foram

detectados, tanto em equinos como em aves silvestres (DIAZ et al., 2008).
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No Brasil, no ano de 2002, equinos do estado de Ronddnia, regido Norte do pais,
apresentaram anticorpos anti- VNO. Esse foi o primeiro registro da infeccdo por VNO em
animais no pais, o qual foi seguido por novos registros em equinos e em aves migratdrias nos
estados do Pard, Maranh&o e Rio Grande do Sul, localizados nas regiGes Norte, Nordeste e Sul
do Brasil respectivamente (OMETTO et al., 2013). Em 2009, equinos de seis fazendas situadas
no Pantanal, regido Centro-Oeste, apresentaram anticorpos anti-VNO. Posteriormente
ocorreram novos registros em equinos na mesma regido, destacando o potencial de dispersédo
do VNO no Brasil (PAUVOLID-CORREA et al., 2011 & 2014). Também no Pantanal, em
2010, aves domeésticas (G. gallus) foram dectectadas com anticorpos anti-VNO (MELANDRI
et al., 2012). Posteriormente, foi feita a detec¢do soroldgica de infecgdo por VNO em um
equino, no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil, 0 que chamou a aten¢do para a possivel
dispercdo do VNO no pais (SILVA et al., 2013).

Em 2014, um trabalhador rural do municipio de Aroeiras do Itaim, estado Piaui, também
na regido (Apéndice 2) Nordeste, foi admitido no Instituto Natan Portella, para Doencas
Tropicais de Teresina, capital do estado, com sintomas clinicos de encefalite aguda. O
diagnostico resultou positivo para infeccdo pelo VNO, confirmando o primeiro caso humano
no Brasil (VIEIRA et al., 2015).

O envolvimento de aves silvestres na epidemiologia da febre do Nilo Ocidental, é bem
documentada na América do Norte e Caribe, em virtude da elevada mortalidade causada em
espécies susceptiveis (GUBLER, 2007). Na América do Sul, ainda sdo poucos os relatos de
infeccdo pelo VNO em aves silvestres, sendo que no Brasil sdo raros os estudos de infec¢édo
nessas espéecies. O presente estudo pesquisou a presenca do VNO e anticorpos anti-VNO, além
de outras espécies de arbovirus, em amostras de aves silvestres residentes e migratdrias na area

onde Vieira et al. (2015) registraram o primeiro caso humano de encefalite pelo VNO no Brasil.
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5.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa da ocorréncia de VNO em espécies de aves silvestres (residentes e
migratorias) foi realizada no municipio de Aroeiras do Itaim, estado do Piaui (07°17'21"W41
33'50"S), situado na regido semiarida, bioma Caatinga no Nordeste do Brasil, no periodo de 4
a 11 de dezembro de 2014.

O local de captura das aves foi selecionado por apresentar fragmentos de mata preservada,
trechos de capoeira e varios agudes, frequentados por diversos bandos de aves. Esta area se
localiza a sete quilémetros do local onde foi registrado do primeiro caso humano de FNO no

Brasil, ocorrido seis meses antes do inicio do presente estudo (Figura 15).

Figura 15. Caracterizacdo geografica do municipio de Aroeiras do Itaim, &rea de captura das
aves e local de residéncia do primeiro caso humano de Febre do Nilo Ocidental (FNO) no Brasil.
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Fonte:Ricardo Lustosa/Pedro Cerqueira Lima

Para captura das aves, foram utilizadas 40 redes de neblina, tamanho 12x2m,
apropriadas para captura, das quais 30 foram armadas no interior da mata, e 10 foram dispostas
em um pequeno agude frequentado pelo gado, por aves de ambiente aquatico e bandos de aves
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de campos abertos, especialmente as da familia Columbidae. O local de captura das aves dista
7 km da residéncia do primeiro caso humano de encefalite pelo VNO no Brasil (VIEIRA etal.,
2015) (Figura 16) A captura das aves foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade - ICMBio/CEMAVE - Sistema Nacional de Anilhamento de
Aves Silvestres - SNA (Projeto/Autorizacdo: 3891/1- Registro: 324582), (Anexo 1).

As capturas foram realizadas em trés dias no periodo diurno (das 05h e 30min e as 17h
00), sendo que em dois desses dias, as redes foram armadas também as 03h, objetivando a
captura de aves de habito noturno. As redes foram vistoriadas a cada 30min para a retirada das
aves presas, as quais foram acondicionadas em sacos de tecido e levadas para o laboratério de
campo, para identificacdo, coleta de dados morfométricos, que foram registrados em planilhas
de campo (Apéndice 4) e determinacdo do status de migratéria ou residente, segundo Grantsau

(2010), e para anilhamento e coleta de sangue.

Passado o estresse decorrente da manipulacdo, as aves foram soltas nos locais das
capturas. O sangue foi coletado por pungédo venosa (jugular direita ou veia ulnar), utilizando
agulha intradérmica, com seringa de insulina de 1 ml, respeitando-se o limite maximo de 1,0%
do peso vivo da ave. As amostras, quando em quantidades suficientes, foram centrifugadas para
obtencdo do soro e quando em quantidades reduzidas, o sangue total foi acondicionado
(Apéndice 5). Todas as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido para o diagndstico
soroldgico ou isolamento viral. As andlises foram realizadas no laboratdrio de referéncia
nacional do Ministério da Saude, Instituto Evandro Chagas, Belém, estado do Para (IEC/PA),

regido Norte do Brasil.

Para o diagnostico soroldgico foi empregado o teste de Inibicdo de Hemaglutinacéo (I1H)
segundo CLARKE & CASALS (1958), modificado para microplacas por SHOPE (1963).
Foram testados os seguintes arbovirus: Virus do Nilo Ocidental (VNO), Encefalite Equina do
Leste (EEEV), Encefalite Equina do Oeste (WEEV), Mucambo (MUCYV - virus da Encefalite
Equina Venezuelana - VEEV, subtipo 111A), Mayaro (MAYV), Encefalite Saint Louis (SLEV),
Rocio (ROCV), Cacipacoré (CPCV), Bussuquara (BSQV), Virus da Febre Amarela (VFA),
Oropouche (OROV), Maguari (MAGV), Tacaiuma (TCMV), Icoaraci (ICOV), Utinga (UTI1V),
Belém (BLMV), Caraparu (CARV) e Catu (CATUV).

Os anticorpos foram titulados a partir de 1:20 (cut-off) até 1:1.280. As amostras

reagentes, com titulos de anticorpos > 20, para apenas uma espécie de virus dentro de cada
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grupo foram classificadas como reagBes monotipicas, e as reagBes cruzadas (RC)
corresponderam as amostras com titulos de anticorpos > 20 para mais de um virus de um mesmo

género.

Visando esclarecer e confirmar a deteccéo de anticorpos pelo teste de IH, foi realizada
a técnica de neutralizagdo por reducgdo de placas (PRNT), segundo Early et al. (1967) e Tauro
et al. (2012). Foram utilizadas placas de 24 pocos contendo células VERO (células de rim de
macaco-verde-africano, Cercopithecus aethiops) a uma concentragéo de 1,6 x 10° células, onde
as amostras de soro das aves foram testadas em diluicdes em série (1:20 a 1: 640) em duplicata,
contra uma média de 100 unidades formadoras de placas (PFU) do Virus da encefalite Saint
Louis (ChimeraVax-SLEV), Virus do Nilo Ocidental (ChimeraVax- VNO) e Virus llheus. O
titulo dos anticorpos neutralizantes foi definido como o reciproco da diluicdo do soro que
reduziu o nimero de placas em 90,0 %. As amostras contendo anticorpos neutralizantes contra
ambos os virus foram consideradas positivas para um deles quando o titulo de anticorpo foi
quatro vezes maior do que o obtido para o0 outro virus; Caso contrario, a amostra teria
apresentado reacdo cruzada (RC) para o virus em questdo. As quimeras foram gentilmente
doadas pelo CDC (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, USA) ao Instituto
Evandro Chagas SVS/MS.

Para tentativa de isolamento viral foram utilizados cultivos celulares (células C6/36-
clone Aedes albopictus e VERO - rim de macaco-verde-africano), as quais foram inoculadas
com o0s espécimes bioldgicos, e observadas diariamente para visualizacdo de efeito
citopatogénico. A confirmacéo da presenca do virus em células infectadas foi feita pela técnica
de imunofluorescéncia indireta (IFI), descrita por Gubler et al. (1984), sendo utilizados
anticorpos policlonais dos principais grupos antigénicos de arbovirus de ocorréncia no Brasil,
incluindo os representantes das cinco principais familias e principais géneros dos arbovirus,
sendo estas: (Togaviridae, Alphavirus): grupo A; (Flaviviridae, Flavivirus): grupo B;
(Bunyaviridae, Orthobunyavirus): grupos C, Simbl, Guama, Capim e Bunyawera;
(Bunyaviridae, Phlebovirus): Phlebotomus; (Reoviridae, Orbivirus): Changuinola;
(Rhabdoviridae, Vesiculovirus): VSV.

Para analise das informac6es foi considerada a espécie da ave capturada, o “status” de
migratoria ou residente, o tipo de anticorpo detectado pela técnica de IH, o tipo de reacdo (RM
— reagdo monotipica, RC- reacdo cruzada heterotipica) e o resultado do PRNT.
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5.3 RESULTADOS

Na &rea de estudo foi possivel registrar a presenca de 41,21% (143/347) das espécies ja
catalogadas no bioma Caatinga de acordo com Pacheco & Bauer (2000). Foram capturadas 363
aves silvestres, sendo que 121 aves das espécies Columbina minuta e Columbina picui ,foram
liberadas logo apds cairem em grandes bandos nas redes proximas as aguadas, em virtude da
quantidade limitada de técnicos para os procedimentos de anilhamento e coleta de sangue. As
242 aves silvestres restantes pertenciam a 38 espécies, e dessas foi possivel coletar e
encaminhar ao IEC/PA 46 amostras de soro, com uma taxa de coleta de 18,93%. As amostras
de soro corresponderam a 16 espécies, 42,10% (16/38) do total de espécies capturadas no
estudo, e 4,61% (16/347) do total de espécies descritas no bioma Caatinga. Das 46 amostras de
soro encaminhadas, 13 amostras ndo foram testadas devido a quantidade insuficiente de soro,
resultando em 33 amostras submetidas ao teste IH. Dessas, 27 foram negativas e 18,18% (6/33)
foram reagentes para, pelo menos, um dos arbovirus testados, sendo mais frequente as reaces
heterotipicas (4/6), com dois tercos das amostras apresentando anticorpos contra mais de um
Flavivirus. A deteccdo de anticorpos anti-VNO foi a mais frequente e representou 83,33% (5/6)
das amostras reagentes. Ainda que 60,0% das reacdes positivas (3/5) para VNO tenham sido do
tipo heterotipica, outros 40,0% (2/5, um exemplar de cada uma das espécies Myiarchus
tyrannulus e Mimus saturninus) apresentaram reacdo monotipica. Os outros arbovirus que
apresentaram reacao positiva foram: 1lhéus 50,0% (3/6); Saint Louis 50,0% (3/6); Bussaquara
16,67% (1/6) e Febre Amarela 16,67 % (1/6), sugerindo a possibilidade de reacdo cruzada entre
os Flavivirus, considerando que, por exemplo, a febre amarela s6 foi registrada no Nordeste do
Brasil no inicio do século XX (COSTA et al., 2010) (Tabela 1).

A técnica de neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT) utilizada nas seis amostras
positivas no teste IH, apresentou resultados positivos para VNO em trés amostras de espécies
residentes: Columbina talpacoti, Piaya cayana e Turdus rufiventris, destacando a importancia
da participacédo de espécies silvestres de aves residentes no ciclos de transmissdo do VNO no
Brasil, tendo em vista que os resultados nas aves foram obtidos na mesma area onde ocorreu o

primeiro caso humano de VNO (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados soroldgicos das espécies de aves silvestres submetidas a pesquisa de
anticorpos anti-VNO (Virus do Nilo Ocidental) e outros arbovirus pelas técnicas de Inibicdo de
Hemaglutinacdo (IH) e de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT). Bahia, 2014

IH pCiS/ili:\c/;) IH positivo para PRNT
Espécies Amostras _Para’ . outros arbovirus e
titulacao e tipo titulaca VNO
~ cao
de reacdo

Columbina minuta* 1 0 0 -
Columbina picui* 6 0 0 -
Columbina squammata* 3 0 0 -
Columbina talpacoti * 1 1(1:80) Febre amarela Positivo

Heterotipica 1:20; llheus

1:80;Saint Louis
1:80; Bussuquara
1:20

Zenaida auriculata virgatta* 4 0 0 -
Piaya cayana*** 1 1(1:20) Saint Louis 1:40 Positivo

Heterotipica
Glaucidium brasilianum ** 1 0 0 -
Picumnus pygmaeus ** 1 0 0 -
Myiarchus tyrannulus ** 4 1 (1:40) 0 Negativo

Monotipica
Pitangus sulphuratus *** 2 0 0 -
Pachyramphus polychopterus** 1 0 0 -
Myiodynastes maculatus ** 1 0 0 -
Mimus saturninus*** 1 1 (1:40) 0 Negativo

Monotipica
Turdus amaurocholinus*** 2 0 0 -
Turdus rufiventris*** 3 1(1:80) Ilheus 1:20 Positivo

Heterotipica
Cyclarhis gujanensis *** 1 0 Illheus 1:40; Saint  Negativo

Heterotipica Louis 1:40
Total: 33

Fonte: Pedro Cerqueira Lima

Notas: Locais de preferéncia das espécies: * capoeira (areas degradas pelo homem para formacéo de areas de
habitacdo, lavoura, pomar e pasto, com poucas arvores e arbustos nativos); ** borda de mata; *** nos dois
ambientes

5.4 DISCUSSAO

Os resultados séo relevantes, em vista da ampla distribuicdo geogréfica das espécies
Columbina talpacoti (+ IH e PRNT), Piaya cayana (+ IH e PRNT), Myiarchus tyrannulus (+
IH), Mimus saturninus (+ IH) e Turdus rufiventris (+ IH e PRNT) e do potencial que
representam para a dispersdo do VNO no Brasil e demais paises da América Latina. Observa-
se na Tabela 1, que a distribuigdo ecoldgica dos arbovirus, de acordo com as especies de aves
soropositivas, foi predominante nas areas de capoeira e borda de mata; ndo havendo registro

positivo para arbovirus em espécies de aves que ocorrem no interior de matas preservadas. Este
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fato necessita ser melhor elucidado, especialmente, em relacdo a ecologia das espécies de
mosquitos ornitofilicos vetores destes virus. De acordo com os resultados, a presenca de aves
positivas nas areas mais antropisadas, borda de mata e capoeira, associada a ocorréncia
constante de insetos vetores nas areas com habitacdes humanas, podem explicar a ocorréncia
do primeiro caso humano de FNO no Brasil e serve como um alerta sobre o quanto as
populagdes tanto rurais quanto urbanas estdo expostas a eventuais surtos de FNO, tendo em

vista que as espécies de aves positivas também ocorrem em grandes centros.

A espécie Columbina talpacoti (Rolinha-roxa, Ruddy Ground-Dove), familia
Columbidae, apresenta duas subespécies. C. t. rufipennis (Bonaparte, 1855), com ocorréncia no
Brasil (estado do Amazonas), Mexico, América Central e Venezuela e a subespécie C. t.
talpacoti (Temminck, 1811), com ocorréncia em todo o Brasil, Guianas, Equador, Chile,
Bolivia, Paraguai, Uruguai, Argentina e em parte do Peru. O resultado soropositivo foi
registrado na subespécie C. t. talpacoti. Seu possivel envolvimento na epidemiologia da FNO
pode ser relevante, inclusive pela sua presen¢a numerosa em grandes centros urbanos. DIAZ et
al. (2011), na Argentina, relataram resultado soropositivo para VNO na espécie Columbina
picui (Temminck, 1813).

No Brasil, a subespécie Columbina picui strepitans (Spix, 1825) (Rolinha-branca, Picui
Ground-Dove) é amplamente distribuida. No presente estudo, as seis amostras de soro

examinadas resultaram negativas.

A espécie Piaya cayana (Alma-de-gato, Squirrel Cuckoo), familia Cuculidae, conta com
seis subespécies no Brasil, distribuidas em diversos biomas, sendo que P. c. pallescens (Cabanis

& Heine, 1862), positiva para VNO nesse estudo, ocorre no bioma Caatinga (Grantsau, 2010).

A espécie Myiarchus tyrannulus (Maria-cavaleira-de-rabo-enferrujado, Brown-crested
Flycatcher), familia Tyrannidae, apresenta duas subespécies no Brasil, M. t. bahiae, positiva
para VNO, ocorre no bioma Caatinga nos estados do Piaui, Pernambuco, Ceara, Alagoas e
Bahia (Grantsau, 2010).

A espécie Mimus saturninus (Sabia-do-campo, Tropical Mockingbird), familia Mimidae,
conta com quatro subespécies no Brasil, sendo que M. s. arenaceus (Chapman, 1890) e M. s.
frater (Hellmayr, 1903) ocorrem no bioma Caatinga, sendo que néo foi identifica qual das duas

resultou positiva para VNO nesse estudo.
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A espécie Turdus rufiventris (Sabia-laranjeira, Rufous-bellied Thrush), familia Turdidae,
conta com duas subespécies no Brasil, T. r. rufiventris (Viellot, 1818) e T. r. juensis (Cory,
1916), essa Gltima com ocorréncia no bioma Caatinga, apresentou resultado soropositivo para
VNO. Turdus rufiventris também apresentou resultado positivo para VNO na Argentina (DIAZ
etal., 2011).

Considerando que a espécie Tordo-americano (Turdus migratorius), na América do Norte
e Caribe é o principal reservatorio do VNO (KOMAR et al., 2003; KILPATRICK et al.,
20064a,b), espécies do mesmo género, no Brasil, como Turdus rufiventris, T. amaurocholinus e
T. leucomelas, devem ser incluidas em futuros estudos epidemioldgicos sobre 0 VNO, em vista

de ocorrerem com frequéncia em centros urbanos.

Apesar da subespécie Zenaida auriculata virgatta (avoante, arribacd, arribacdo ou
pomba-de-bando, Eared Dove) ter apresentado resultado negativo no presente estudo, apenas
quatro espécimes foram capturados (4/242), o que nao é representativo, considerando que essa
espécie migratoria ocorre em bandos com milhares de individuos na area do estudo, apds o
periodo de chuvas. Nos locais de pouso para beber agua, ou nos sitios de alimentacdo e
reproducdo dessa espécie, milhares de exemplares costumam ser cagados, sendo um importante

item na alimentacdo das populagdes nas suas areas de ocorréncia (NOBREGA et al., 2012).

O homem diagnosticado com FNO (VIEIRA et al., 2015), anteriormente mencionado,
cacava essa espécie nas proximidades de sua residéncia, onde existem trés lagos e um rio em
um raio de 500 metros.Apesar da estar muito impactada pela agricultura, a presenca de corpos
hidricos pode favorecer a proliferacdo de possiveis insetos vetores de VNO, mesmo no periodo
de seca. O VNO, também pode ser transmitido por manipulacédo e ingestdo de aves, mamiferos
e répteis infectados (GLAZER, 2004; ZELLER & SCHUFFENECKER, 2004). Ha registros,
na Argentina, de exemplares soropositivos para VNO da mesma subespécie (DIAZ et al., 2011).
Nos EUA, a espécie Zenaida macroura é considerada como importante amplificador do VNO
(SCOTT et al., 2006).

Nos tropicos, a biodiversidade da avifauna é elevada e inclui muitas espécies com baixa
capacidade de amplificagdo do VNO, o que diminui as chances de infec¢do dos insetos vetores,
reduzindo a transmissdo do virus as aves e aos humanos (SWADDLE & CALQOS, 2008;
ARTSOB et al., 2009) o que pode explicar a dispersdo mais lenta do VNO na America do Sul,

em comparag&o ao que ocorreu na América do Norte. Com base nesta hipotese, a ocorréncia de
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cinco especies de aves soropositivas para 0 VNO, até 0 momento, no bioma Caatinga pode estar
associada ao fato da avifauna neste bioma apresentar menor biodiversidade em comparacio

com outros biomas brasileiros.

A evidéncia sorologica de infeccdo por outros quatro flavivirus (febre amarela, Saint
Louis, llheus e Bussuquara) em trés das cinco espécies de aves soropositivas para VNO, nesse
estudo (Tabela 1), reforca a hipotese de que a letalidade provocada pelo VNO é relativamente
baixa nas espécies suscetiveis nas zonas tropicais do continente Sul Americano, em vista da
elevada diversidade de espécies de flavivirus circulantes em animais silvestres, domésticos e
na populagdo humana (GUBLER, 2007; SABATTINI et al., 1998). Sob essas condigdes, no
caso de uma infec¢do por VNO, a interagdo com anticorpos contra possiveis outros flavivirus,
em coinfeccdo ou decorrentes de infeccdes pregressas, resulte na modulacdo da manifestacao
clinica, bem como, da viremia associada a infeccdo por VNO, contribuindo para a reducdo da
letalidade e da transmissdo do virus nos tropicos (GUBLER, 2007). Novos estudos poderdo
testar essas hipdteses e esclarecer a real diversidade de espécies de animais susceptiveis e

reservatorias do VNO no continente americano.

Estes resultados representam a primeira evidéncia do VNO em passeriformes residentes
no Brasil e sugerem que o virus se espalhe a partir das aves migratorias que frequentam os
mesmos pontos de parada que aquelas que efetuam migracdo mais curta ou as residentes,
mantendo a infec¢do nos mosquitos vetores, a exemplo do que ocorre com espécies do género
Columbina (residentes) e Zenaida auriculata (migratéria), ambas encontradas, compartilhando
0 mesmo ambiente de forrageio, acesso a agua e locais de reproducdo na area de estudo, o que

pode favorecer a dispersdo do virus entre as espécies.
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6 ARTIGO CIENTIFICO II

Epizootia em aves silvestres de ambiente aquatico de vida livre causada por Clostridium

botulinum, Brasil.
RESUMO

Em janeiro de 2008, centenas de aves silvestres de ambiente aquatico foram encontradas mortas
ou debilitadas nas margens de pequenos lagos isolados formados em decorréncia da diminuigédo
do nivel do Lago da Represa de Sobradinho, localizado no Rio S&o Francisco, no Municipio de
Remanso, estado da Bahia, Brasil. A maioria das aves encontradas pertenciam a 16 espécies
pertencentes principalmente as familias Anatidae (50,0%) e Ardeidae (12,5%). Todas as aves
debilitadas apresentavam sinais clinicos neuroldgicos de falta de coordenagdo motora, fraqueza
e paralisia flacida grave nas pernas, asas, pescoco e palpebras, além de diarreia e dispneia. A
investigacdo do agente causal abrangeu a coleta de amostras bioldgicas de aves debilitadas e
mortas para o diagnostico virologico e bacteriolégico. Amostras de agua e substrato dos
pequenos lagos foram analisadas para a presenca de metais pesados, e bactérias patogénicas. O
diagnostico das espécies de virus suspeitos foi negativo, bem como, os indices detectados de
metais pesados estavam nos niveis admitidos pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente). No entanto, a analise das amostras, pela técnica de soroneutralizacdo em
camundongos, revelou a presenca de toxina botulinica dos tipos C e D. Este resultado

representa o primeiro registro de surto de botulismo em aves silvestres de vida livre no Brasil.

PALAVRAS-CHAVE: Toxina botulinica, botulismo, aves silvestres, ambiente aquatico.
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ABSTRACT

In January of 2008, hundreds of wild birds from aquatic environments were found dead or
debilitated along the shores of small, isolated lakes which formed after the decrease in the level
of the reservoir of the Sobradinho Lake, located in S&o Francisco River in the municipality of
Remanso, the state of Bahia. The aim of the study was to investigate the cause of this epizootic
phenomenon referred to above. The majority of the birds found were mainly from the Anatidae
(50.0%) and Ardeidae (12.5%) families. All the debilitated birds showed neurological clinical
signs such as lack of motor skills, weakness and grave flaccid paralysis in the legs, wings, neck
and eyelids as well as diarrhea and dyspnea. The investigation of the causal agent encompassed
the collection of biological samples of the dead and debilitated birds for virological and
bacteriological diagnosis. Water and substrate samples from the small lakes were analyzed for
the presence of heavy metals (Appendix 6). The microbiological diagnosis was negative and
the indices of heavy metal detection were within the levels stipulated by CONAMA (National
Council on the Environment/Health Ministry). Through the sero-neutralization technique
performed on mice, the presence of the botulinum toxin types C and D were found in
representatives of the Anatidae Family and in the substrate. This study is the first register of the

outbreak of botulism in free wild birds in Brazil.

KEY WORDS: Botulinim toxin, Clostridium botulinum, botulism, wild birds, aquatic

environment.
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6.1 INTRODUCAO

Surtos com elevada mortalidade em aves silvestres de vida livre podem ser atribuidos a
diferentes causas, a exemplo de infeccBes virais (FULLER et al., 2010; DELIBERTO et al.,
2009); e bacterianas (WOBESER, 1997), bem como, a intoxicacGes por metais pesados
(JONES et al., 1983). No presente estudo, a mortalidade de aves silvestres de ambiente aquatico
registrada, no estado da Bahia, Brasil, foi atribuida a um surto de botulismo (Apéndice 7) O
botulismo em animais e humanos € causado por uma das toxinas mais potentes encontra na
natureza, a toxina botulinica, produzida pelo Clostridium botulinum, bactéria Gram positiva
anaerobica. Sete tipos de C. botulinum sdo atualmente nomeados com as letras de A a G de
acordo com a especificidade soroldgica da toxina produzida (AUSTIN, 2001). Os tipos A, B,
E estdo associados a casuistica humana e os tipos C, A e D sdo encontrados no botulismo animal
(HEDELAND et al., 2011). Os esporos de C. botulinum podem ser encontrados em ambiente
terrestre e aquéatico (dgua doce ou marinha) em todo o mundo. As maiorias dos surtos de
botulismo ocorrem durante o verdo, quando as temperaturas séo elevadas (YULE et al., 2006).
No ambiente aquatico, ha diversos relatos de surto de botulismo em criacdo de peixes (HUSS
et al, 1974; CANN et al. 1982). O botulismo em humanos causado pelo C. botulinum tipo E,
tem sido associado ao consumo de peixes e mamiferos aquaticos (HAUSCHILD et al., 1993;
COLLINS et al.,, 1998). Apesar de C. botulinum tipo E ter sido associado, quase
exclusivamente, com ambientes aquaticos, surtos deste tipo de botulismo entre aves aquéaticas
selvagens e passaros de ambiente litoraneo sdo raros. Kaufmann et al. (1964) relataram um
surto de botulismo do tipo E entre mergulhdes e gaivotas no lago Michigan, em 1963. C.
botulinum tipo E foi reportado no contetdo intestinal de peixe retirados dos Grandes Lagos
(BOTT et al., 1966). No entanto, a toxicologia do botulismo em peixes ainda precisa melhor
elucidada (YULE et al., 2006). Peixes mortos podem contribuir para a ocorréncia de botulismo
tipo E, com a proliferacdo do C. botulinum e producéo de elevados niveis de toxina botulinica,
independentemente da causa inicial da morte (CANN et al. 1982; EKLUND et al., 1984).
Invertebrados também podem atuar como vetores de transporte da toxina botulinica tipo E, o
gue tem sido demonstrado em caracdis, minhocas e pequenos nematoides (HUSS et al, 1974;
YULE et al., 2006). O botulismo do tipo C é considerado o principal causador de botulismo em
aves (WOBESER, 1997). Mortalidade de aves aquaticas, geralmente, é causada pela toxina
botulinica tipo C, podendo tambeém ocorrer surtos esporadicos em aves que se alimentam de
peixes, tais como mergulhdes e gaivotas comuns, causados pela toxina do tipo E
(MONHEIMER, 1968; BRAND et al., 1988). A toxina do tipo A tem sido associada aos casos
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de intoxicagéo alimentar. No Brasil, o primeiro caso de botulismo, em humano, notificado ao
Ministério da Salde ocorreu em 1999 e, até 2004, houve 41 casos suspeitos notificados, sendo
18 casos de botulismo alimentar. A toxina botulinica tipo A foi responsavel por 77,8% dos
surtos de botulismo alimentar no pais (EDUARDO, 2002). Dutra & Ddbereiner (1995), em
surto descrito por eles, atribuiram a contaminagdo ambiental pelas toxinas botulinicas C e D a
contaminacgdo pelo Clostridium botulinum de cadaveres em decomposi¢ao expostos no pasto.
A inexisténcia de legislacao especifica sobre a destruicao e destinacdo adequada de cadaveres
nos sistemas de producédo animal do pais, a auséncia de a¢des de educacdo sanitaria pelos 6rgéos
oficiais e o pouco conhecimento por parte dos produtores das consequéncias sanitarias e
econdmicas de se deixar cadaveres em decomposicdo na pastagem, favorecem a ocorréncia da
intoxicacdo (CURCI et al., 2007). As toxinas botulinicas do complexo C e D foram relatadas
como as causadoras de surtos de botulismo em ruminantes que se alimentavam de cama-de-
frango (DUTRA et al., 2005).

6.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado, em areas no entorno do Lago da Represa de Sobradinho,
localizado no Rio Séo Francisco, Municipio de Remanso, estado da Bahia, Brasil O municipio
de Remanso fica as margens do Lago da Represa de Sobradinho e conta com uma area de 4.694
kmz2, com populagdo estimada em 38.957 habitantes (IBGE, 2016). A regido esta inserida no
Bioma Caatinga. A economia da cidade se baseia no comércio e na agropecudria (feijdo, pesca,
ovinos e caprinos). No periodo do estudo, o lago da represa encontrava-se com 19,0% de sua
capacidade de armazenamento de agua em virtude da seca. Esta reducdo do nivel da agua
proporcionou a formacdo de pequenos lagos rasos, isolados, com grande quantidade de matéria
organica em decomposicao e um baixo teor de oxigénio livre, onde as aves mortas e debilitadas
foram encontradas (Figura 16). Cinco desses pequenos lagos (EPI 1 a 5) foram incluidos no
estudo (Figura 17). O inquerito sobre as mortes e aves debilitadas foi executado pelo Ministério
da Saude com a participacéo de técnicos especializados, e teve como primeiro objetivo verificar
0 possivel risco para a populagdo humana, animal e ambiental, e o possivel envolvimento de

viroses emergentes como Influenza Aviaria e Febre do Nilo Ocidental infectando as aves.
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Figura 16. A esquerda, Lago da Represa de Sobradinho, Rio S&o Francisco, municipio de
Remanso, Bahia, Brasil, em periodo de seca, com apenas 19,0% de sua capacidade de
armazenamento de agua. A direita, aves debilitadas, coletadas em lagoas rasas, formadas pela
reducdo do nivel de 4gua do lago da represa, 2008.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima

Figura 17. Cinco areas de lagoas rasas (L1 1 a L5), formadas, em virtude da seca, pela reducédo
do nivel de agua do Lago da Represa de Sobradinho, localizado no Rio S&o Francisco, no
Municipio de Remanso, estado da Bahia, Brasil, onde a mortalidade de aves foi investigada. L1
(Fazenda Pageu), L2 (Labl), L3 (Baldes), L4 (Via aparecida), L5 (Riacho Carnaiba) e L6
(Lagoa Carnauba-feijéo ).

Legenda
Concentragado da Epizootia
® Locais de coleta das aves
e  Sede dos municipos
~~— Rodovias
| Limites municipais

Fonte: Ricardo Lustosa e Pedro Cerqueira Lima
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O levantamento geral da avifauna da area de estudo, incluindo as encontradas mortas ou
debilitadas, foi realizado por meio de observacédo a olho nu ou com uso de bindculos Swarovski
8X30. Para identificacdo das espécies foi considerado caracteristicas morfoldgicas,
comportamentais e vocaliza¢es. Os sons das aves foram gravados com microfone direcional
Sennheiser ME-66 e um gravador digital MP3 Edirol. Foi utilizado a técnica do reconhecimento
auditivo, reproduzindo uma gravacdo de &udio do canto e/ou chamado de uma determinada
espécie para estimular a aproximacdo da respectiva ave ou sua resposta vocal (MOTTA-
JUNIOR etal., 2010). A taxonomia e nomenclatura das espécies registradas seguiram as normas
do Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos/fCRBO (CBRO, 2014), e para o nivel de
subespécies utilizou-se a taxonomia proposto no livro Guia Completo para Identificacdo das
Aves do Brasil (GRANTSAU, 2010). Caracteristicas como endemismo e habito alimentar

seguiram as orientac@es do livro de Ornitologia Brasileira (SICK, 1997).

Foi registrado um total de 270 aves silvestres entre mortas (n=225) e debilitadas (n=45).
Foram coletadas amostras bioldgicas das 45 aves debilitadas: sangue de (n=40), swabs cloacal
(n=27) e visceras (n=43): cérebro, coracdo, pulmdo, figado e rins. As amostras foram

conservadas a campo em nitrogénio liquido.

Aliquotas de amostras bioldgicas de 45 aves encontradas debilitadas foram enviadas para
o Instituto Evandro Chagas, estado do Para (instituto de referéncia no Brasil no diagnostico
viral), para pesquisa de isolamento de 19 arbovirus diferentes e/ou sorologia dos mesmos. Foi
investigada também a presenca de virus de influenza aviaria, pelo LANAGRO ( Laboratério
Nacional Agropecuario/ Ministério da Aricultura, Pecuaria e Abastecimento) em vista 0
namero elevado de aves encontradas mortas ou debilitadas pertencentes a ordem Anseriformes

(patos, gansos, cisnes) a qual € sensivel ao virus da influenza (DELIBERTO et al., 2009).

Para o isolamento viral foram utilizados cultivos celulares (células C6/36- clone Aedes
albopictus e VERO - rim de macaco-verde-africano), nos quais foram inoculadas as amostras
coletadas nas aves, e observados diariamente para visualizacdo de efeito citopatogénico. A
confirmacdo da presenca do virus em células infectadas foi feita pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IF1), descrita por Gubler et al., (1984), sendo utilizados anticorpos
policlonais dos principais grupos antigénicos de arbovirus de ocorréncia no Brasil, incluindo 0s
representantes das cinco principais familias (e principais géneros) dos arbovirus, sendo estas:

(Togaviridae, Alphavirus): grupo A; (Flaviviridae, Flavivirus): grupo B; (Bunyaviridae,
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Orthobunyavirus): grupos C, Simbu, Guama, Capim e Bunyawera; (Bunyaviridae,
Phlebovirus): Phlebotomus; (Reoviridae, Orbivirus): Changuinola; (Rhabdoviridae,
Vesiculovirus): VSV.

Para avaliar o possivel envolvimento da contaminacéo da agua na mortalidade das aves
na regido por residuos oriundos de empresas mineradoras, agricultura e esgoto urbano nas
proximidades do Lago da Represa de Sobradinho (Apéndice 8), foram coletadas amostras de
agua, substratos, algas e caramujos, enviadas para analise de metais pesados, bacterioldgica e
fisico-quimica da agua no Laboratorio da CETREL (Empresa de Protecdo Ambiental do Polo
Petroquimico de Camacari, Bahia) (Anexo 2). Para os exames de metais pesados foram
coletados 4,51 de agua em trés dos lagos estudados (EPI 1-5). As amostras de agua foram
acondicionados em frascos ambar de 1,5 litros, devidamente identificados e conservados em
gelo. Os metais pesados foram analisados em espectrdmetro de absorcdo atdmica, através do
método SMEWW 3120 B (Boro, Bério, Berilio, Calcio, Cadmio, Cobalto, Cromo Cobre, Ferro,
Potéassio, Litio, Magnésio, Molibdénio, Manganés, Sodio, Niquel, Chumbo, Silicio, Estanho,

Estroncio, Talio, Vanadio, Zinco, Arsénio, Mercurio, Antiménio e Selénio) (Anexo 3).

As amostras foram acondicionadas em frascos estéreis, devidamente identificados e
conservados em gelo. Amostras de sedimento (limo), algas e caramujos foram coletadas nos
cinco lagos e acondicionados em sacos plasticos, devidamente identificados e conservados em
gelo. O material foi encaminhado ao Laboratério da CETREL no periodo de 24 horas. Para 0s
exames microbioldgicos e fisico-quimico foram coletados 500 ml de agua de trés dos cinco
lagos estudados, a escolha foi aleatdria. Foram analisados: Cianeto Livre, Condutividade,
DQO-RF, indice de Fenois, Analise de pH, Surfactantes, CR. IONICA, Cloreto, Fluoreto, N-
Nitrato, N-Nitrito, Sulfatom (Anexo 1). Em vista dos sinais clinicos observados nas aves
debilitadas serem também sugestivos de botulismo, amostras de diferentes espécies de patos
(Familia Anatidae), (Anexo 4) nas quais a mortalidade foi mais expressiva, bem como, amostras
de sedimento (limo), algas e caramujos foram coletadas nos cinco lagos, conservadas
refrigeradas e prontamente enviadas para o Laboratorio de Enfermidades Infecciosas dos
Animais, da Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Campus de Aracatuba/SP, para analise de toxina botulinica, pela técnica de bioensaio em
camundongos (segundo preconizado pelo Centers for Disease Control and Prevention —
CDCJ/USA) e soroneutralizagdo em camundongo e para a presenca de esporos de C. botulinum
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pelas técnicas de inoculagdo dos materiais em meio de cultura CMM (Cooked Meat Medium),

bioensaio em camundongos e soroneutralizagcdo (Anexo 4).

6.3 RESULTADOS

O levantamento geral da avifauna na regido de estudo identificou o total de 24 Familias
e 64 espécies. Dessas espécies (64), 17 (26,6%) sdo consideradas migratorias, 43 (67,2%)
residentes e 4 (6,3%), com caracteristicas residentes e/ou migratorias a depender das mudancas
no ambiente Umido (Tabela 2).

Foram encontradas 270 aves silvestres debilitadas ou mortas pertencentes a 16 espécies,
sendo 225 (83,3%) aves mortas e 45 (16,7%) debilitadas.

Das 16 especies, 68,8% (11/16) eram migratorias, 12,5% (2/16) residentes e duas
espécies 12,5% (2/16); Aramus guarauna e Podiymbus podiceps tanto podem ser residentes

guanto migratdrias a depender das condi¢des ambientais.

Tabela 2 Familias e espécies de aves identificadas na area de estudo, discriminadas quanto ao
namero de individuos debilitados+mortos, habito alimentar e local de forrageamento em
relagdo a lamina d’agua das pequenas lagoas junto ao Lago da Represa de Sobradinho,
municipio de Remanso, Bahia, 2008. (continua..)

Debilitada e . x Local de
Alimentacéo
Morta forrageamento

Familia / Espécie

Podicipedidae

Podilymbus podiceps 1 Peixes e insetos L R*
Phalacrocoracidae

Phalacrocorax brasilianus 2 Peixes
Ardeidae

Egretta thula
Bubulcus ibis
Nycticorax nycticorax
Butoridis striatus
Ardea cocoi

Ardea alba
Tigrisoma lineatum
Mycteria americana
Jabiru mycteria

(13

N
~

Peixes e anfibios «

13 13

[cNeoNoNoNoNol ]




Tabela 2 Familias e espécies de aves identificadas na area de estudo, discriminadas quanto
ao numero de individuos debilitados+mortos, habito alimentar e local de forrageamento em

relag@o a lamina d’agua das pequenas lagoas junto ao Lago da Represa de Sobradinho,

municipio de Remanso, Bahia, 2008.

(continuacgdo)

Debilitada e

Familia / Espécie Morta

Alimentacéo

Local de
forrageamento

Anatidea
Dendrosygna autumnalis 96
Dendrosygna viduata 68
Amazonetta brasiliensis 35
Dendrosygna bicolor 4
Cairina moschata
Netta erythrophthalma
Anas bahamensis
Sarkidiornis melanotos

Aramidae

Aramus guaraina 2

Rallidae
Gallinula chloropus
Porphyrio flavirostris

Jacanidae
Jacana jacana 2

Recurvirostridae
Himantopus mexicanus 6

Charadriidae
Vanellus chilensis 16
Charadrius collaris 0

Sternidae
Phaetusa simplex 0

Cathartidae
Coragyps atratus
Cathartes aura
Cathartes burrovianus

Accipitridae
Rupornis magnirostris
Rostrhamus sociabilis

Falconidae

Caracara plancus
Mivalgo chimachima
Falco femoralis
Falco sparverius
Falco peregrinus

Columbidae

Columbina minuta

Columbina picui

Columbina squammata

Columbina talpacoti

Leptotila verreauxi

Patagioenas picazuro

Zenaida auriculata
Cuculidae

Crotophaga ani

Guira guira

NN WW

o o

o O o

cNeoloNoNeololNolNelNeNo oo o) o o

o o

Filtradores

(13

Molusco aquatico

Onivora

13

13

Insetos e anfibios

Insetos/larvas

13

(13

Peixes

Necréfago

13

(13

Rapinante
Molusco aquatico

Rapinante

(13

Onivora

13

S***
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Tabela 2 Familias e espécies de aves identificadas na area de estudo, discriminadas quanto ao
namero de individuos debilitados+mortos, habito alimentar e local de forrageamento em
relacdo a lamina d’agua das pequenas lagoas junto ao Lago da Represa de Sobradinho,

municipio de Remanso, Bahia, 2008. (conclus?o)
- L Debilitada e . ~ Local de
Familia / Espécie Morta Alimentagéo forrageamento
Nyctibiida «“
Chordeiles pusilus 0 Insetos «“
Picidae
Ceryle torquatus 0 Peixes S
Furnariidae
Certhiaxys cinnamomeus 0 Insetos e larvas S
Furnarius rufus 0 « SIM
Furnarius figulus 0 “ S
Tyrannidae Insetos «“
Fluvicola albiventer 0 « «“
Fluvicola nengeta 0 «“ “
Pitangus sulphuratus 0 Onivora «“
Tyrannus melancholicus 0 «“ «“
Tyrannus savanna 0 « M
Hirundinidae
Progne tapera 0 «“ SI'M
Progne subis 0 «“ «“
Hirundo rustica 0 « “
Tachycineta albiventer 0 « «“
Mimidae
Mimus saturninus 0 Onivora M
Cardinalidae
Paroaria domicana 0 Sementes «“
Passeridae
Passer domesticus 0 Onivora «“
Icteridae
Sturnella superciliaris 0 Onivora SIM
Familias =24. Espécies = 64 n=270 de 16
espécies

Fonte:Pedro Cerqueira Lima
Legenda: * LR = na lamina d’4gua rasa; ** LF = lamina d’4gua funda; *** S = na superficie d’agua e ****M = nas margens.

Considerando o habito alimentar das espécies identificadas, observam-se, em ordem
decrescente do nimero de individuos debilitados+mortos, que as Familias Anatidea (78,9%,
213/270), Ardeidae (10,4%, 28/270), Charadriidae (5,9% 16/270) e Recurvirostridae (2,2%,
6/270) foram as mais atingidas, com destaque para a familias Anatidea (aves filtradoras), na
qual foram registrados individuos debilitados e mortos em todas as suas oito espécies
identificadas no levantamento da avifauna na area de estudo. Das nove espécies identificadas
da familia Ardeidae, a Garga-branca-pequena (Egretta thula) foi a espécies que apresentou
quase a totalidade dos casos de morte ou debilitacdo. Na familia Charadriidae, das duas espécies

identificadas, apenas o Quero-quero (Vanellus chilensis) apresentaram individuos debilitados



77

ou mortos. Na familia Recurvirostridae, o0 Macarico-de-perna-longa (Himantopus mexicanus)
se destaca, também pelo numero de casos registrados (Tabela 2) As 45 aves de 11 espécies
encontradas debilitadas apresentavam bom estado nutricional, porém, com sinais de apatia, sem
capacidade de locomocédo e voo, conjuntiva ocular seca, paralisia da membrana nictante e
edema ocular, asas abertas, pescogo caido e morriam num curto periodo de tempo. As amostras
bioldgicas enviadas ao Instituto Evandro Chagas, estado do Parg, ndo revelaram a presenca de
virus da Febre do Nilo Ocidental ou outras arboviroses, bem como, foi descartada a presenca

H5N1 pelo LANAGRO/MAPA, ou outra cepa virulenta de virus de influenza aviaria.

As anélises de metais pesados realizadas nos laboratorios da CETREL mostraram que
0s niveis desses elementos/substancias nas amostras investigadas estavam dentro dos limites
preconizados pelos CONAM (Conselho Nacional do Meio 2016)/Ministério da Saude. Estes
resultados, apesar de se referirem aos niveis de toxicidade admissiveis para humanos, sugerem
que os itens analisados ndo teriam papel causal na mortalidade das aves na area de estudo, além
disso, com excecdo das aves, ndo foram encontradas outras espécies de animais mortos
associados aos pequenos lagos estudados. Os exames microbioldgicos e fisico-quimicos

revelaram que os lagos estavam eutrofizados.

Na pesquisa direta de toxina botulinica dos materiais bioldgicos das diferentes espécies
de patos, encontrados mortos, foi identificada a toxina botulinica do tipo C, normalmente
envolvida no botulismo em aves (Tabela 3). Nas amostras de sedimento das lagoas foi
identificada a presenca de esporos de C. botulinum e as toxinas C e D, esta ultima, normalmente
envolvida na mortalidade de peixes, aléem disso, foi registrada uma toxina botulinica nao
tipificada. As amostras de moluscos e algas coletadas na area de estudo foram negativas para a
presenca de esporos e toxina botulinica.
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Tabela 3. Resultado da pesquisa direta de toxina botulinica pelo teste de bioensaio, segundo
técnica do CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA) e neutralizacdo em
camundongo, dos materiais bioldgicos das diferentes espécies de patos encontrados mortos.
Diagnosticos realizados no Laboratério de Enfermidades Infecciosas dos Animais, Unesp-
Campus de Aracatuba, SP, 2008.

Espécies de patos Toxina Moela Conteudo intestinal Figado
Amazoneta brasiliensis Tipo C - + +
Amazoneta brasiliensis Tipo C + + +
Dendrocygna autumnalis Tipo C - + +
Denseicygna autumnalis - - I
Dendrocygna autumnalis i i -
Dendrocygna viduata - - -
Dendrocygna viduata i i

Dendrocygna viduata

Fonte: lIveraldo dos Santos Dutra.
*As amostras marcadas em vermelho continham toxina botulinica para provocar sintomas nos camundongos, mas
sem provocar 6bito. Pela técnica eles sdo tidos como negativos, mesmo tendo sido neutralizados pela antitoxinaC.

Na area de estudo foi observada a presenca de centenas de abutres (familia Cathartidae),
das espécies: Urubu-de-cabeca-preta (Coragyps atratus), Urubu-de-cabeca-vermelha
(Cathartes aura) e Urubu-de-cabeca-amarela (Cathartes burrovianus) que se alimentavam das
carcacas das aves mortas (Figura 18). Os membros dessa familia sdo necréfagos, resistentes ao
botulismo, célera e ao antraz, as possiveis explicacdes para a resisténcia dos abutres aos
patégenos foram descritas por Carvalho et al. (2003). No presente estudo, ndo foram
encontradas aves dessa familia debilitadas ou mortas, o que corrobora as observagdes feitas por
outros autores sobre a resisténcia ao botulismo (KALMBACH, 1939; HOLDEMAN, 1970
SMITH et al., 1982). Foram observadas a presenca de duas espécies de aves de rapina, Gavido-
carrapateiro (Mivalgo chimachima) e o Carcard (Caracara plancus), se alimentando das
carcacas frescas das aves. Apesar disso, também ndo foram encontrados individuos destas

espécies debilitados ou mortos.
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Figura 18. A esquerda, Urubu-de-cabeca-vermelha (Cathartes aurea) e a direita, uma carcaga
de Ireré (Dendrocygna viduata), destrocada pelos abutres na area de estudo, préximo ao Lago
da Represa de Sobradinho, Municipio de Remanso,‘quhia/’Brasil, 2008.
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Fotos: Pedro Cuira Lima

6.4 DISCUSSAO

No presente estudo ndo foi detectada a presenca ou intoxicacao por metais nas amostras
analisadas em niveis capazes de provocar a debilidade ou morte as aves. O envenenamento por
chumbo causa sinais neuroldgicos que podem assemelhar aos sintomas do botulismo: fraqueza,
andar em circulo, movimento circular dos olhos, balango ritmico da cabega, convulsdes, ataxia,
paralisia, inclinacdo da cabeca, cegueira e depressdo severa (JONES et al., 1983). A pesar da
presenca de empresas mineradoras na regido do rio S&o Francisco os indices de metais pesados
encontrados nas amostras estavam dentro dos pardmetros admissiveis. No entanto ndo é
possivel descartar a possibilidade de intera¢fes entre essas substancias e outros agentes causais

no aumento da susceptibilidade e fragilizagdo dos animais.

As analises realizadas no Instituto Evandro Chagas ndo identificaram nem a presenca
de anticorpos ou mesmo de arboviroses, nem 0 LANAGRO detectou a presenca de cepas
patogénicas do virus da influenza aviaria. A ocorréncia de mortalidade em aves é sempre um
alerta sobre o risco para a saide humana e para a producéo avicola de uma regido e o possivel
envolvimento de viroses emergentes tem prioridade nas investigacOes, as aves ocupam a
terceira posicdo como fonte de isolamento de arbovirus, seguido de humanos e roedores
(ARAUJO et al., 2012).
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E importante o diagnostico diferencial quando ocorre surtos em populacdes de aves
acompanhado de elevada mortalidade, considerando que possa estar relacionado a diversas
etiologias como: Febre do Nilo Ocidental e outras arboviroses (que infectam aves, equinos e
humanos), influenza aviaria e botulismo aviario (SPACKMAN et al., 2002; MANAROLLA et
al., 2009; WLODARCZYK et al., 2014) bem como a presenca de demais espécies do género
Flavivirus (SCARAMOZZINO et al., 2001) que também causam fendmenos de mortalidade.

Apesar da maior mortalidade das aves ter ocorrido durante o presente estudo em 2008,
outros periodos também registraram casos de morte em aves na regido, 2012, 2013 e 2015. Na
area de estudo ndo houve relato sobre a morte de outros animais na regido, apesar dos animais
de producdo (equinos, bovinos e ovinos) consumir a dgua dos lagos onde haviam aves
debilitadas e mortas, possivelmente em virtude dos animais domésticos normalmente serem
vacinados contra o botulismo na regido, o que indica a presenca endémica do botulismo.
Segundo Dutra et al. (2001) e Souza et al. (2006)a ingestdo de dgua contaminada com toxina
botulinica pode causar um quadro letal de botulismo nesses animais de producdo. Existem
situacbes em que pelas caracteristicas e condi¢des epidemioldgicas, permite-se associar a
ingestdo de &gua contaminada a ocorréncia de surtos de botulismo (DUTRA et al., 1990)
Intoxicacdes botulinicas associadas a ingestdo de dgua foram descritos acometendo bovinos no
Senegal (DOUTRE, 1969; THIONGANE et al., 1984) e em bufalos no Brasil
(LANGENEGGER et al., 1988). Na Africa do Sul é mencionada a ocorréncia de surtos de
botulismo em bovinos e ovinos, com o envolvimento de centenas de animais (KRIEK et al.,
1994).

As amostras de moluscos e algas coletadas na area de estudo foram negativas para a
presenca de esporos e de toxina botulinica. As amostras de sedimento dos pequenos lagos
revelaram a presenca de esporos de C. botulinum e toxina botulinica dos tipos C e D, além de
uma toxina botulinica nédo tipificada. As pesquisas nas amostras retiradas de trés espécies de
patos revelaram a presenca de toxina botulinica tipo C em amostras de moela, conteudo
estomacal e figado (Tabela 2), essa toxina geralmente é associada ao botulismo aviario (YULE
et al., 2006), enquanto que a toxina tipo A e D estdo associadas & contaminagédo e mortalidade
em peixes. Na India, pesquisas realizadas em amostras de peixes crus em estabelecimentos
varejistas de Cochin detectaram a presenca de C. botulinum e toxinas dos tipos A e D com uma

prevaléncia de 19,0% nos peixes comercializados.
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A incidéncia de C. botulinum em camardes foi de 25,0%. Dentre as toxinas, as dos tipos
A e D foram prevalentes nos peixes frescos, e as dos tipos C e D foram as predominantes nos
produtos curados. Em 21 amostras analisadas de camardo salgado desidratado 10 amostras
(48,0%) hospedavam a toxina botulinica do tipo D (LALITHA et al., 2002). O botulismo
provoca doenga e mortalidade em aves selvagens (FORRESTER et al., 1980; WOBESER,
1997), o que é documentado em diversos paises em aves aquaticas (Anseriformes;
FORRESTER et al., 1980, WOBESER et al., 1983; (SHAYEGANI et al., 1984; WOBESER,
1997), aves marinhas (Charadriiformes; FORRESTER et al., 1980), gaivotas (Larus
argentatus; NEIMANIS et al., 2007), e ndo aquaticas a exemplo de galinhas (Gallus gallus;
DOHMS, 1982).

A baixa profundidade dos corpos d’agua, aliada a uma diminui¢do na quantidade de
oxigénio dissolvido, aumento da temperatura e presenca de sedimentos em decomposi¢do sao
fatores importantes, considerando que Clostridium botulinum é anaerdbio, se beneficiando
destas condi¢Ges ambientais para sua multiplicacdo e liberacdo de suas toxinas (ROCKE et al.,
2007). De acordo com Rocke et al. (2007), as espécies de animais invertebrados desempenham
um importante papel na mediacdo da transferéncia de toxinas a partir de materiais organicos
para 0s patos selvagens que os ingerem por filtragdo o que pode esclarecer o fato das aves da
familia Anatidae terem sido no presente surto as mais atingidas.

Os resultados apresentados nesse estudo revelam o primeiro caso de botulismo aviario
em aves silvestres de vida livre em ambiente aquéatico no Brasil. Apesar dessa doenca ser bem
estudada em animais de producdo, seu impacto nas espécies de animais de vida livre ainda é
desconhecido no pais, e devem ser pesquisados, visando tanto a conservacdo de espécies
silvestres quanto a correcao dos procedimentos de eliminagéo de carcagas a campo dos animais
de producdo por parte dos criadores, o que contribuiria para a reducdo da contaminacao

ambiental por Clostridium botulinum.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

O estudo apresenta os primeiros registros de infec¢do por VNO e botulismo em aves
silvestres de vida livre no Brasil. Esses resultados sdo relevantes para o avanc¢o do
conhecimento epidemioldgico dessas zoonoses, contribuindo para o aperfeicoamento das

acOes de prevencdo e controle no pais.

No tocante ao VNO, os resultados corroboram as observagdes feitas por outros autores
gue pesquisaram essa Vvirose em paises Latino-americanos (tropicais e subtropicais), onde 0s
impactos na salde publica e na biodiversidade foram reduzidos em comparagdo a elevada
morbidade e letalidade em humanos e em diferentes espécies de aves silvestres de vida livre
registradas nos EUA, o que disperta o interesse cientifico na pesquisa a respeito da influéncia
da diversidade da avifauna e das espécies de arbovirus, ja circulantes no Brasil, sobre a
viruléncia do VNO, tendo em mente o papel da imunidade cruzada em hospedeiros expostos a

diferentes espécies de virus.

Apesar do conhecimento sobre a epidemiologia do botulismo em humanos e animais de
producdo estar avancado, no Brasil, os dados sobre a corréncia dessa zoonose em aves silvestres
sdo ainda incipientes. Os resultados desse estudo demonstram que eventuais casos de
mortalidade de aves de ambiente aquaticos podem estar relacionados a presenca de toxinas
botulinicas. A ignorancia sobre este fato sugere que os estudos epidemioldgicos, até entéo
realizados, se restringiram aos casos de botulismo de interesse econdmico ou de saude publica,
contribuindo pouco para uma compreecdo mais sistémica dessa zoonose, inclusive sobre seu
impacto na avifauna, especialmente sobre as espécies de aves de ambiente aquético. E
importante ressaltar a necessidade de realizar trabalhos de comunicagdo em saude, tendo em
vista que as pessoas estdo expostas a toxina botulinica ao ingerirem, tanto as aves e peixes
guanto a agua nas areas afetadas, além disso, é fundamental a adocdo de medidas sanitarias
como a incineragdo ou enterro das carcagas dos animais, afim de reduzir a contaminacgdo da

area com esporos de Clostrium botulinum.
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Apéndice 1 - Planilha elaborada para analise em campo
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Apéndice 2 - Espécies de aves da América do Norte que ja foram acometidas com a FNO.

@) 8)
(1) - Catharus fuscescens ; (2) -Cyanocitta cristata; (3)- Corvus brachyrhynchos; (4) - Dumetella carolinensis ;
(5) - Hirundo hustica; (6)- Sturnus vulgaris, (7) - Turdus migratorius (ninho) e
(8) - Turdus migratorius.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima



Apéndice 3 — Monitoramento do VNO no Municipio de Aroeiras do Itaim/Piaui.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima
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Apéndice 4 — Coleta de material biologico durante a investigacdo da FNO no Piaui.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima e Pollyanna Cardoso Aradjo
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Apéndice 5 - Envolvimento das comunidades durante as pesquisas da FNO em Aroeira do
Itaim Piaui /Brasil 2014. Aves silvestres criadas pela comunidade

Através do convencimento da comunidade pelos pesquisadores, foi possivel resgatar as aves

cativas para coleta de material bioldgico. Logos apds a coleta as aves foram anilhadas e soltas.

Residéncia de Sr° Francisco e membros da pesquisa com as aves silvestres.

Fotos: Pedro Cerqueira Lima e Pollyanna Cardoso Araujo



Apéndice 6 - Aves de ambiente aquatico com sintomas de botulismo

Fotos: Pedro Cerqueira Lima
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Apéndice 7 - Coleta de material biologico no lago da Barragem de Sobradinho/Bahia

Fotos: Pedro Cerqueira Lima
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Apéndice 8 — Imagens de representantes da familia Anatidae com sintomas de botulismo.
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Fotos : Pedro Cerqueira Lima
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Apéndice 9 — Local do estudo : Represa de Sobradinho/Bahia

Bando de patos silvestres sobrevoando o lago da Represa de Sobradinho/Bahia

Lago da represa de Sobradinho com volume baixo durante a seca de 2014,

Fotos : Pedro Cerqueira Lima
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Anexo 2 - Resultados das analises dos laboratérios de Biologia (Microbiologia e Microscopia)

da CETREL/Bahia,2008

[RE-S I-1 200-A- I TSET008
cetrel Zz RELATORIO DE ENSAIOS

R D0 D

| Faba: 173

|Cllemin:  MPISTERID DA SALGE

Endeiegn:  Soa 04 Blos & B4 P o 79 Aiwied -Loba S707
SobchRante: Si Anadan Caidoes

£8: EE00
Propesle
Foslerdnca Cotane 357
Lty i B bog ba - W ke obeciongye = Mz roses pa
Transigic: Smoaime G
CAYASDDE- G, - T
2 Cosin: 344 FE0E
Ensals B LN 2 Crerager 40008
g
[ g
[Sactirmn femrrdions Sl BGTEE 1,00E LAFCirmil TR =T] LFTmL Lot ] |- = als] UFCiml 10308
F il Todnin Sl B0 1,000« T H30mL i Lo dlii] LFCEml Lot ] I 800« LFCHIDmL 10308
Flad Temosammsa L2 B-rakal] 1,000« Tl o8 DO = LUFC il Felr i) 2 H LFCHIDL 10208

CETREL 58 - Ernpresa da Peoteclo Smbserial ~SRPJ: 18T 07 2000181
Via SOECE H& V- INefgeals Ehlneds 5 UHoaFiie Felioquimades- UEP. | LI Uads i -akie -l
Form [T1] 38348530 Fea (71 3548005

HaFa page iy caliel 008 By
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RE-5.0-12-00-A-07 562008

cetr el Z7z RELATORIO DE ENSAIOS nev 03 _—

Fola: 272 Responsael: 6255
Laboratorio Biologia - Microbiologia e Microscopia
c.- Fimal Balbac Amoctra o2
o : 0140 0E-A0UA - EX
. - _ ata da Codeta: 31M/2008
Ensaio LD nid. aia g Entrega 1272008
atriz: Agua
Racult. U nild. 0. Amdllca A=gult Unid. Ot Andllcs
Eactirias Heterotnddcas |26l S2 158 1,00E+ UFCImL *»E TOE+0E UFCimL 122008 - - -
W.F Col.Totals [l 2226 1,00E=0 UFGMO00mL >, 00E+03 UFGHMOomL 122008 - - -
. F.Col Termoboleranies |28l 52220 1,.00E=0 UFG100mL 1 Z0E+03 UFCHOOmL 122008 - - -
Obrs
1- UFGH00 mL - Unidade Formadaora de Coltinia de Colformes Totals efow Colformes Termololerantes por 100 miL de amastra.

2- UFC/mL - Unldade Formadora de C-oldnla por mL de amosira.

3- Bactkrias Heferotrficas: Métods Pour Fiabe, Maic g2 Culturs Agar Flate Count, Incubaglo por [4222) horas a (35,00, 5PC.

4~ Colformes Totals eiou Termoiolerantes: Téonica da Membrana Fiteniz, Melo de Culua m-Endo Agar Les (colformes toials]), m-FC Agar (colPormes
termobcierantes ), Incubaglo por (24£2) horas a 35,0=0,5%C para colformes fotals & £4,5:0,2°C pama colfarmes hermotolerantes.

5~ Oz FesUENGOS oS Ensaics pars Collfomes Tofals nas amosiras EX-013805 & EX-01140/08 fomm sxpressos como >B000 i>8 0E=03), em fungio do crescimento
confluenie (GGF) de USG, no menor volume firado na andilse (1 mLk Estes resuindos foram estimadios.

&~ & mesulftado do ensalo para Colformes Termofclerantes na amosia EX-1140008 fol evpresso como =200 (=1, 2E+03], em ‘Jm;!: do crescimento confluente (CCF)
de UFC, no menor yolume Sirads na analiss {5 mL. Este resulsdo fol estmada.

7- O resultado do ensaie parn Backériss HetemirtNoas ra amosta EX-0140i08 fol expresso como =5 70000 | =5,7E+05), em funglio do cresomento oonfieente (GGF)
de UFG, ne menor yolume Alirade na analiss §0,01 mL. Este resultade fol esimade.

£~ Resultados dos Conioles de Qualidsde: O snsaios pars Colformes Totals & Colformies Termolleranies, atravis da Téonica de Membrana Fitrante, =io
acompanhados dos contoies de qualdade: Branco (Conirole da Estedidade do Melo de Culura e da Membrana Filanie] = Auséncia de rescdmenio baciedanc
Controie da Esteriidade da Agua de dilukglo -> Auséncla de cresciments bacteriano (<1,0 UFGCHMO0 mL)L. © ensale para Bachiria HeterointScas, ataves da Téonka de
Fowr Plaie, & acompanhado dos controles de qualdade: Branco (Confrole da Esierdlidade da Capela de Fluxo Laminar e do Melo de Cullura] = Ausdnda de
crescimento bacheriana. Contoie da Esterfidade da Agua de dilaigio = Auséncls de crescimenio bacteriano (<1,0 UFGImL]. Os resulisdos dos controies de quailldade
garantem a confiablidade dios resutados anallicos

& Crescimenio Confusnis (CCF): Elevado crescimenéo baci=danc, com unilo das Unidades Fomadoms de Soldnles, cobrindo ioda a drea de Slim ;!: da
membrana, Impossibiltando a quanificapho.

10+ As amosimas foram coletndas em recplentes Inadequados & SEM 05 eagentes especificos para a preservapio.

Condigoes de Recebimento
Recipiente Freservagao Guantidade | Ohservagao | HespAmosiragem
Frazco: Widns Sefrigarsca 1 Pasdrn Lima
Frasco Widno Refrigerada 1 Fedro Lima
Frazco Wi Sefngeraga T Fedro Lima
Mana Lecnor Brite de Santa |lzabel Eduardo dos Santos Fontoura
Bitlogo - GELAE Gerente - GELAB
C_R.Bio. Mo. 27.8375-D C.R.Q. No. 7100427

* Oe] recuttadods) sxprecso(c) nects relatorio referem-ce apenac 3{6) amostrals) encaladais).
* O Laboratono ndo o8 moooncablliza oala =oleta dade ) amortradel.
* Ects relxtdrio oo devers cer reproduzide na intsgra. O Laboraterio no os recponcablliza pals reprodugo parclal decte relabario.
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RE-5.0-12-00-A-0B62/2008
cetrel Zz RELATORIO DE ENSAIOS m o s
Fola: 173 Responsawel: 625-4
Cliente: MINISTERIC DA SALDE
Enderego:  Sos Q4 Bloco A Ed.Principal 2° Andar Lote 87787 CS: 5130
Solicitante: Sr. Aramis Cardoso Proposta:
Referéncia: Conama 237
Labaratario Fisico-quimica
umic.- Renate Faz. Pajsu Amocirs 04 lume.: Trancljdo Amocdra 02
[od.: 01138/2008-AGUA - EX [od.: ¢13M2008-AGUA - EX
. . B Data ga Codeta: 31012008 Dt da Colsta: 3120172008
Ensaio Método LOMAUnid. '
hata oe Entrega: 01022008 Dt de Entraga: ©1:02/2008
[Aatriz: Agua Matriz: Agua
Recult. Unid. O4. Andllca Reguli. Unid. Dt Andllee
Clanety Livre G023 (SMes00- | 0,008 mgCNIL =0,005 mgCNL  [o7macoos <0005 mEC ML TIOZ008
Conduttyidade [BMEWW 2510 B 1 u3icm =4 pSiem D1mzz00s 47 w3icm OD2008
Doo-RF [BAEWW 52200 g mg oL [ mg oL [o1mzzo0s <g mgoIL (0402008
Indice de Fencis lpsww 5300 001 | mgde tenoliL 0,024 mg de fencil 13022008 o.ois mg de fenoll  [13m2z008
|anaize de g = W 4E00H + - - 5,1 BH osm00s 23 =2 DACz008
Sufacantes [BMEWW 5540 C 005 | mgMEASL 0,21 miL M D1mzz00s =] mgiL M D1D2008
CR. IGHICA
Cloreto [BMIEWW 41108 1 mg CHL 4 mgoL  [odmzoos 24 mgCHL  [o4mze008
Fluoreto [BMEWW 41108 o, mg F-iL <0, mgF-L  |oimazoos <0,1 mg F-iL D1D2008
H-HEratn [BMEWW 41108 01 | moN-NOaL 0,1 mg M-NOIL  [o1mzzoos <0,1 mg N-WOIL  (Di/ozz008
W-HEriin [BMEWW 41108 01 | moN-NO2L <0, mg M-NOZL [o1mzzo0s <0,1 mg N-WO2L  (Di/02z008
SuEatn lBMEWW 41108 1 g BO4miL =1 mg S04 01022008 =1 mg S04l (047022008
RE-5.0-12-00-A-0BG2/2008
cetrel Zz RELATORIO DE ENSAIOS - S —
Folha: 273 Responsdavel: 5293
Laboratorio Fisico-quimica
E.- Fimal Baldac Amoctra &2 pume: Lagoa 01 Amoctra 04
od_: 114N200E-AOUA - EX [Fod.: &141/2008-4 GUA - EX
. . ; atn da Codeta: 31012008 Dats da Cooketa: 31012008
Ensaio Metodo LD Unid.
atn de Entrega: D10Z200E pata de Entrega: o1:02/2008
afriz: Agus Eatriz: Agua
Recult nild. 0L Analice ReGulL. Unid- DL Anallce
Clanety Live M QEM023 (EMASO0- | 0,005 mgCHIL <0,005 mgCNIL  |07/022008 <0005 mgCNL  |oTiozzo0s
Condutvidade jauEw W 25108 1 pzicm 28 r-t s 01022008 =1 p=icm Dnzz008
Doo-RT jsuEwWwW 2200 5 mg oL B mg oL  |o1Oo0s =7 mgozL  |ouozoos
Indice d= Fencis [EEWW 2530 C 0,04 my die f=nol'L 0,02 mg de fenobl.  |13022008 ooz myg de fenoll  [13/0E008
|ansise e p= 2w 4500 H - - - B3 pH oisO00s 23 B D4Czz008
Surfscharses jauEww ss40 0 005 | mpgwEssL 0,2 mgiL M D1O2008 013 mgiL M D1nzz008
CR.IGHICA
Claneto jsuEwW W 41108 1 mg GHL 3 mgCHL  |oO2200s 10 mgCHL  |oiozzoos
Flugreso jsuEwW W 41108 0,1 mg F-iL <0, 1 mg F-1L DisOzz00s [-R ] mg F-iL Dnzz008
M-t ek jsuEwW W 41108 01 | man-NoaL 011 mg N-NO3L  |01022008 oS mg N-MO3L  |0/oz008
M-MErin jsuEwWW 41108 0,1 | man-NO2L <0, 1 mg N-NOZL  |01/022008 <01 mg N-MOZL  |D4/oz008
SuMxn jauEwW W 41108 1 g BO4miL 1,2 mg S04=A |o1O22008 =1 mg S04d=iL  |04/o2z008
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RE-5.0-12-00-A-0562/2004
trel Zz :
cerre RELATORIO DE ENSAIOS Foaw. 00 Dt 22008
r mfrgda Admbkicara
Feldbw: 373 P st e S
Laboraidric Fieloo-guimiea
. Lisgom 3 Amostea 08
Gd.; Bl AR PO0E-AGUA - EX
Encal o A wis dan Cobeta: 31401 2008
+103 o IUnid.
wls da Estriega: §LORR00E
atsie: Agea
Femul Unk DL Andisa Fewul Ui DL Andiisa
C s Liva b SeOErS (SeS00- | 0005 gL <{,008 g ML OTAERDO08 . - -
= ia ol il o chin chin Sl EW ' 25108 i e T [T=Fo - -
DOC-RF S W WY S30-D 5 g D2 118 g CEiL O1AERD00E . - -
ndoe de Fenos SEWW S50 O iTiy] g da lmnok i 4] ing i hardL |1 AGRDI0E . - -
Purnitsn de pH SMEWSYY 4500 H + - - Ta pH i - -
Surfectanies 5 W WY S50 O 005 | mg MEASL 021 gL M - -
R, IGRBEA L
Cherwie SHEW 4110 B 1 g GHL 20 g Sl LEg b= 1] . - -
Fiucieln SEEWTYY 4110 B 0.1 mg F4L 0,11 g F-iL O1AERD00E . - -
M s SEEWSYY 4110 B 0.1 fig M-MOSL 0,18 g H-HOAL.  |0E2R008 . - -
Pi-hiirie SHEW 4110 B 0.1 g M- <, g WeRODA.  |0aERSI0E . - -
Sultuis SEEWTYY 4110 B L g ECESL rd g S04 |010R2008 . - -
Oibsg.
. Enmade de pH @ condulivideie melzedm o 255
52 B0 - Derranda CSulmies S O ighnin
Tondlglet 0= Reosbimantc
Amocira Aol pl &nibe Pracarvagho uantidads | Cihcarvagdo Racp. Amochragem
1580008 - EX Frascn de Pelstiano Fefrigorada 1 I Fadro L
[THZ08-EE | Fiaso de Polsaeng BT | TlTo L
Raimundo Mouts Persira Eduandc dos Santos Fonours
Guimice - GELAE Gerente - GELAE
C.RG Mo, TID013S CRLQ. Mo, 7100427
* Oifa) rewsladcds ) e prasso]s| nisbe selatd e seleres-ee i Bis] oo bres| enslefa|s]
=i Lat=or ks S s reseon il i bele colirle dels | aseatalil
* Enle reigidrie s deverd sor reprodosaie s tegra. O Labor slér ks nis se rospensabitea pele reprodugie par sl desie relatrio
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Anexo 3 - Resultados das analises de metais pesados nas amostras de sedimentos e aguas realizadas pela

CETREL/Bahia,2008
RE-5.0-12-00-A-0724/2008
cetrel Zz RELATORIO DE ENSAIOS S P
Frofoyjdm Ambiomiail
Folha: 143 Resporsdiel: 5255
Cliente: MINISTERIO DA SALIDE
Enderego:  Scs Q4 Bloco AEd Principal 2* Andar Lote 8787 £S5 5130
Solicitante: Sr. Aramis Cardoso Proposta:
Referéncia; Conama 357
Laboratdrio de Otica
farric. - Amaoctra 01 Renato fax Pajsu pime_ Amoctra 02 Tranclplo
Cod.: 0145 200E-EEDIMENTD - EX [-odl.: r1ER2008-2EDIMENTD - EX
Enssio Métod LD Unid. [ats da Codeta: 3101/ 2008 hata da Colata: 31812008
[ats d= Entrega: 01022008 hata da Entraga: &1/02r2008
Matriz: cadimenta M atriz: cadimanto
FRacult. Unild. O Andlice A=cull Unid. Ot Analles
202 K-s001-122 - - hE % 15022002 (==} % 1Sm22008
METAIS ICP
umiinic Tot EFA 2051 2 ™D 4560 mag 12022002 1955 e 1 1 222008
Bom Tob - - 44 mag 12022002 17 e 1 1 222008
Earia Total ==&, 3051 1 gD =g mag 120 2200E = =g 12022008
Betilio Tokal - - <1 mag 120 =1 =g 10008
Cdldo Tob z=4, 3051 H gD 3= makg 12M2200s Tid =a¥a 12008
Cadmio To EFA 3051 2 =g =2 ma™g 12022002 =2 a1t 120zz2008
Cobalto Tatal EFA 3051 -1 ™D 8.8 mag 12022002 =5 i 1t 1222008
Croma Total EFA 3051 10 ™D 24 mag 12022002 =10 i 1t 1222008
Cobre Tota M 2 ™D 5.4 mag 12022002 28 e 1 1 222008
Fermo Tobl M 2 ™D 13663 mag 12022002 sTio e 1 1 222008
Pota szio Totl - - 384 mag 12022002 174 e 1 % | 222008
LMo Toks - - 3,2 mag 120 2200E =2 =g 12022008
Magnésio Tok - - Iz makg 12M2200s 125 =a¥a 12008
Manganés Total EFA 3051 1 =g 293 ma™g 12022002 K-} a1t 120zz2008
Molbdnic To EFA 3051 2 =g =2 ma™g 12022002 =2 a1t 120zz2008
Sl Took - - 38 mag 12022002 1 i 1t 1222008
Migue] Tota EFA 3051 2 ™D ER mag 12022002 =2 i 1t 1222008
Chumibso Tots EFA 2051 10 ™D =10 mag 12022002 =10 e 1 1 222008
Estanihg Tots - - =10 mag 12022002 =10 e 1 1 222008
Esfrtincio Tobs - - &, mag 12022002 =2 e 1 % | 222008
Tallo Tots - - =10 mag 12022002 =10 e 1 % | 222008
Vanadika Tola 5 =g 74 ma™g 12022002 E5 a1t 120zz2008
Zinco Toka 2 =g Py ma™g 12022002 a7 a1t 120zz2008
METAL GERADCR
|arstnia Tota 1 ™D 0 mag 15022002 £ i 1t 1Sm22008
Mercono Total 0.1 ™D =01 mag 15022002 =0,1 i 1t 1Sm22008
| Amrtistin i Total 1 ™D =1 mag 15022002 =1 e 1 1 fso22008
Seinilo Tobs 1 ™D =1 mag 15022002 =1 e 1 1 fso22008
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RE-5.0-12-00-A-07 34/2008
% ,
cetrel ZZ RELATORIO DE ENSAIOS e P —
Folva: 27 3 Responsavel:  625-3
Laboratério de Otica
€.- Amoctra 03 Final B-alles
& 164 T00E-EEDIMENTD - EX
. . N ata da Coleta: 31012008
Ensaio Metodo LDM/Unid. aia de Entrega: 01022008
atriz: cadimento
Facult. Ui, Di. Amdlics R=guli. Unild. Dt Anallce

S0 }-5.0.01-122 - - TE % 1502008 - - -
METAIZ ICP

wrmiinio Tosasi =4 3051 2 mgKg 543 mgg 12022008 - - -
Eom Tomb - - <E mgg 12022008 - - -
Earia Total =4 3051 1 mgKg 3 mgg 12022008 - - -
Eierilic Total - - =1 maxg 12022008 - - -
Caldo To EFA 3051 5 g 235 maxg 12022008 - - -
Cadmic Tola EFA 3051 2 g =2 maxg 12022008 - - -
Cobaito Total EFA 2051 5 g =5 ma=a 12022008 - - -
Croma Total EFA 3051 i0 =g =10 maxa 12032008 - - -
Cobre Total EFA 3051 2 =g =2 maxa 12032008 - - -
Fermo Total EFA 3051 2 g 1110 maxa 12032008 - - -
Fotdssio Tatal - - 45 maxa 12032008 - - -
L Itic Tokal - - =2 maxa 12032008 - - -
agnésho Tokal - - 35 maia 1202005 - - -
angands Total EF A 3051 1 ma/Kg 14 maia 1202005 - - -
Wolbdénio Tom 2 mgKg =2 mgg 12022008 - - -
Sidio Total - - 8,8 maxg 12022008 - - -
Miguel Tota EFA 3051 2 g =2 maxg 12022008 - - -
Chumibo Tota EFA 3051 i0 g =10 maxg 12022008 - - -
Estanho Tola - - =10 ma=a 12022008 - - -
Estriincio Total - - =2 ma=a 12022008 - - -
Tallo Tolal - - =10 ma=a 12022008 - - -
Vanadio Tota EFA 2051 5 g =5 ma=a 12022008 - - -
Zinco Tots EFA 3051 2 g L4 maxa 12032008 - - -
METAL BERADOR
|Ars&nio Total 1 g =1 maxa 1502008 - - -
Merc o Tokal a.f ma/Kg =0, 1 maia 1502005 - - -
|Antimdinlo Tofa 1 ma/Kg <4 maia 1502005 - - -
Eebmilo Total 1 ma/Kg <4 maia 1502005 - - -




109

cetrel Z7z

RELATORIO DE ENSAIOS

RE-5.0-12-00-A-07 84/2008

Rev: 00 Datx 1522008
Folna: 303 Resporsavel:  521%-3
Laboratdrio de (tica
Obs .
1. Resultados =m base seca.
Condigoes de Recebimento
Amaosira Recipiente Freservagao Guantidade | Ohservagao | Fesp_Amosragem
[ia8-EEDIMENTO - Saco FIAscD Sefngeraca 1 Fedro Lima
[MET-EEDIMER T - Taco PIASEkD T E] 1 Fedrs Lima
[RES-EEDIMENTO - Saco Plastico Sefrgeraca 1 Fedro Lima
FRaimundo Nouta Persira Eduardo dos Santos Fontoura
Cuimico - GELAE (Gerente - GELAR

C.RQ Mo. 7100135

C.R.Q. No. 7100427

*+ Oi] resuttadois] sxpresso(s) nests raladtrio referem-ce apenas 6 amoctrads) sncaladais].

* O Laboratora ndo ca recponcabliiza pals solats daic) amoctrale)
* Ecbe relabdrio so deverd cor reproduzide na intsgra. O Laboratdrio ndo 6= responcabliiza peta reprodugdo parslal decte relatorio.
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celtre_l_ @

RELATORIO DE ENSAIOS

RE-5.0-12-00-A-0783/2008

Rev: 01 Data: 15/02/2005

Folha: 174 Responsével £20-9

Cliente:

MINISTERIO DA SAUDE
Enderego: Scs (1.4 Bloco A Ed.Principal 2° Andar -Lote G7/97
Solicitante: Sr. Aramis Cardoso
Referéncia: Conama 357

CS: 5130
Proposta:

Laboratério de Otica

msg..:: Renato Faz. Pajeu Amostra M
6d..:: 0138/2008-AGUA - EX
da Coleta: 31/01/2008

ms.: Transigio Amostra 02
dd.: 0139/2008-AGUA - EX
Data da Coleta: 31/01/2008

Ensaio Metodo LDM/Unid. de Entrega: 01/02/2008 [Data de Entrega: 01/02/2008
atriz: ﬂgua [atriz: f\gua

Result.. Unid.. |Dt|]l..hrmise | Result. J Unid. Dt. Analise
METAIS ICP F
Aluminio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mgiL QLbVald, 16 QLbUnimg/L |0&0220080LbDat 59 mg/L 0&/02/2008
|Boro Total ISMEWW 3120 B 0,03 mg/L <0,03QLbVal QLbUnimg/L |xa0z20080Lb0at =0,03 mg/L 0&/02/2008
Bario Total ISMEWW 3120 B 0,01 mo/L QLbValo,01 QLbUnimg/L |ce022m80LbDat 0,02 mg/L D&/02/2008
‘Berilio Total ISMEWW 3120 B 0,005 mo/L <0, 0050L0Val QLbUnimg/L |00z 20080LbDat =0,005 mgJ/L 0&/02/2008
‘Calcio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L QLbval2 4 QLbUnimg/L |060220080LbDat 239 mg/L D&102/2008
‘Cadmio Total ISMEWW 3120 B 0,005 mo/L <0, 0050L0Val QLbUnimg/L |00z 20080LbDat =0,005 mgJ/L 0&/02/2008
‘Cobalto Total ISMEWW 3120 B 0,01 moiL =0,01QLbVal QLbUnimg/L |0e0220080LbDat =0,01 mg/L D&/02/2008
‘Cromo Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L =0,010LbVal QLbUnimg/L |060220080LbDat =0,01 mg/L D&/02/2008
‘Cobre Total ISMEWW 3120 B 0,005 moiL <0, 0050LEVal QLbUnimg/L |0e0220080LbDat =0,005 mg/L 0&I02/2008
‘Ferro Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L QLbVald, 35 QLbUnimg/L |0&0220080LbDat 0,39 mgi/L D&102/2008
"Potassio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mgiL QLbvall,7 QLbUnimg/L |0&0220080LbDat 16 mg/L 0&/02/2008
“Litio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L =0,01QLbVal QLbUnimg/L |0&0220080LbDat =0,01 mgi/L D&102/2008
‘Magnésio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L QLbvalt,1 QLbUnimg/L |0&0220080LbDat 14 mgi/L D&/02/2008
‘Manganés Total ISMEWW 3120 B 0,01 mo/L QLbValo,02 QLbUnimg/L |ce022m8LbDat 0,03 mg/L D&/02/2008
‘Moliadénia Tatal ISMEWW 3120 B 0,05 mo/L =0,05QLbVal QLbUnimg/L |ce022m80LbDat =0,05 mg/L D&/02/2008
‘Sodio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L QLbvals,2 QLbUnimg/L |060220080LbDat 3 mg/L D&102/2008
‘Niguel Total ISMEWW 3120 B 0,01 mo/L <0,01QLbVal QLbUnimg/L |00z 20080LbDat =0,01 mgJ/L 0&/02/2008
‘Chumbo Total ISMEWW 3120 B 0,01 mo/L <0,01QLbVal QLbUnimg/L |00z 20080LbDat =0,01 mgJ/L 0&/02/2008
Silicic Tofal ISMEWW 3120 B 0,05 mg/L QLbValé QLbUnimg/L |060220080LbDat 48 mg/L D&/02/2008
‘Estanho Total ISMEWW 3120 B 0.1 moiL QLbVal=0,1 QLbUnimg/L |0e0220080LbDat =01 mg/L 0&I02/2008
Estrincio Total ISMEWW 3120 B 0,01 mg/L QLbVald,02 QLbUnimg/L |060220080LbDat 0,02 mg/L D&/02/2008
Talio Total ISMEWW 3120 B 0.4 mgiL OLbVal<0 4 QLbUnimg/L |0&0220080LbDat <04 mg/L 0&/02/2008
Wanadio Total ISMEWW 3120 B 0,05 mg/L =0,05QLbVal QLbUnimg/L |0&0220080LbDat =0,05 mgi/L D&102/2008
“Zinco Total ISMEWW 3120 B 0,02 mg/L =0,020LbVal QLbUnimg/L |060220080LbDat =0,02 mgi/L D&102/2008
METAL GERADOR F
Arsénio Total ISMEWW 3114 B 0,01 mo/L =0,01QLbVal QLbUnimg/L |ce022m80LbDat =0,01 mg/L D&/02/2008
Mercirio Total ISMEWW 3112 B 0,001 mo/L <0,0012L0Val QLbUnimg/L |sa0z2008010t =0,001 mg/L 08/02/2008
“Antiménio Total ISMEWW 3114 B 0,005 mo/L <0,0050L0Val QLbUnimg/L |ce022m80LbDat =0,005 mg/L D&/02/2008
Selénio Total ISMEWW 3114 B 0,01 mgiL =0,01QLbVal QLbUnimg/L |060220080LbDat =0,01 mg/L D&102/2008
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RE-5.0-12-00-A0T 232008
cetrel Zz| resORODEENSNOS — [wn [ oo
MEETEEE e
Fola: 27 4 Resporsdvel,  625-9
Laboratorio de Ofica
&.- Final Balias Amostra 53 mé.: Lagoa 01 Amostra 04
o D14E00B-A0UA - EX odl.. ¥141/2008-4304 -EX
Ensaio Métoda LDMUnid. da Colsta: 31015008 ata da Colata: 31001/2008
e Entrega: 011022008 ata da Entraga: #1/02r008
afriz: Agua afriz: Agua
Racult. Unid. D1 Andllcs|  Rsculi Unid.  |Ot Andlles
METAIZ ICP
| Adurmiinic Tokal [BMEWW 2120B 0,01 mgL 0,13 mglL OAMa00s 0is mgL DB/Mmz2008
Eaorm Tota [BMEWW 2120B 0,03 mgL <[,03 mglL OAMa00s [els mgL DB/Mmz2008
Edria Total [BMEWW 2120E 0,01 mgL 0,M mglL CRM200E oo mgL DBMZ2008
Berflia Total [BMEWW 31208 0,00 mpL <0 00= mglL DRM22002 <0005 mpL DEMZZ008
Caido To@ [BMEWW 31208 0o mpL 4 mplL DRM22008 1.7 mpL DEMZZ008
Cadmio Tob [BMEWW 31208 0,00= mpiL <0,005 mplL ORMO2Z008 <005 mpiL DRTZ 2008
Cobalto Tobal [BMEWW 2120B 0,01 mgL <001 mglL OAMa00s =001 mgL DB/Mmz2008
Croma Total [BMEWW 2120B 0,01 mgL <001 mglL OAMa00s =001 mgL DB/Mmz2008
Cobre Tota [BMEWW 31208 0,00 mpL <0 00= mglL DRM22002 <0005 mpL DEMZZ008
Femo Tobl [BMEWW 2120B 0,01 mgL 03 mglL OAMa00s 14 mgL DB/Mmz2008
Potdssio Tokl [BMEWW 31208 0o mpL 1B mglL DRM22002 [4-] mpL DEMZZ008
LIt Toksl [BMEWW 31208 0o mpL <001 mglL DRM22002 =0 mpL DEMZZ008
Magnésio Total [BMEWW 31208 oo mpiL 1B mplL ORMO2Z008 B mpiL DRTZ 2008
Mangan#s Total [BMEWW 31208 oo mpiL 0,08 mplL ORMO2Z008 [ili) mpiL DRTZ 2008
Waolbdénio Tot [BMEWW 2120B 0,05 mgL =[,05 mglL OAMa00s =05 mgL DB/Mmz2008
Shdio Toka [BMEWW 2120B 0,01 mgL 3 mglL OAMa00s T2 mgL DB/Mmz2008
Higuei Tota [BMEWW 31208 0o mpL <001 mglL DRM22002 =0 mpL DEMZZ008
Chumba Tota [BMEWW 2120B 0,01 mgL <001 mglL OAMa00s =001 mgL DB/Mmz2008
Elicie Tol [BMEWW 31208 0,05 mpL LE mglL DRM22002 25 mpL DEMZZ008
Estanha Tota [BMEWW 31208 01 mpL <01 mglL DRM22002 =01 mpL DEMZZ008
Esirdincio Toksl [BMEWW 31208 oo mpiL 0,03 mplL ORMO2Z008 0oz mpiL DRTZ 2008
[Talla Tiota [BMEWW 31208 04 mpiL <04 mplL ORMO2Z008 <04 mpiL DRTZ 2008
Vanadha Tota [BMEWW 2120B 0,05 mgL =[,05 mglL OAMa00s =05 mgL DB/Mmz2008
|2inca Teks [BMEWW 2120B 0,02 mgL 0,02 mglL OAMa00s =00 mgL DB/Mmz2008
METAL BERADCR
|Ars&nio Teota [BMEWW 2114E 0,01 mgL <001 mglL OAMa00s =00 mgL DB/Mmz2008
Wercino Tokl [BMEWW 31128 0,001 mpL <0001 mglL DRM22002 <000 mpL DEMZZ008
|Artimitinia Tota [BMEWW 31148 0,00= mpL <0,00= mplL DRM22008 <0005 mpL DEMZZ008
Eeidnlo Tokal [BMEWW 31148 oo mpiL <001 mplL ORMO2Z008 <00 mpiL DRTZ 2008
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RE-5.0-12-00-A-0733/2008

ce tr E' @ RELATORIO DE ENSAIOS Aev: O Dat 150272008
=olha: 304 Responsdwel: 6259
Laboratrio de Otica
c.- Lagoa 2 Amockra DB
S 1142 300E-A0UA - EX
. N . ata da Coleta: 317012008
Ensaio Metodo LDM/Unid. a3 d= Entregac 01022008
atrtz: Agus
Rucult. Wrld. 0. Amdllca R=gult. Unid. Ot Andllcs

METAIZ IGP

|Abaiinio Tok [BMEWW 3120 B 0,01 mg'L 0,65 L DR 22008 - - -
B Tob [EMEWW 3120 B 0,03 mgiL 0,07 miL (DR 20 - - -
Bdario Total [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L 0,02 gL DR 2200 - - -
Berlia Tokal [EMEWW 3120 B 0,00= moL =0,005 L DRM200: - - -
Cailclo Tom [EMEWW 3120 B o,o1 mgiL 1,8 miL (DR 20 - - -
Cadmic Tota [EMEWW 3120 B 0,00= mg'L <0,005 gL DR 2200 - - -
Coballe Total [EMEWW 3120 B 0,01 moL =001 L DRM200: - - -
Croma Total [EMEWW 3120 B o,o1 mgiL =0,01 miL (DR 20 - - -
Cobre Tolal [EMEWW 3120 B 0,00= mg'L <0,005 gL DR 2200 - - -
Fermo Tobal [BAEWW 3120 B 0,01 mg'L 2.5 gL Lad: Ul 1 1] - - -
Potassio Total [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L B L DR 2200 - - -
Litic Tobta [EMEWW 3120 B 0,01 moL =001 L DRM2200 - - -
kagnésio Tobs [BAEWW 3120 B 0,01 mg'L 2.2 gL Lad: Ul 1 1] - - -
Manganés Total [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L 0.0% L DR 2200 - - -
Kolbdenio Tok [EMEWW 3120 B 0,as moL =005 L DRM2200 - - -
Sddio Tob [BAEWW 3120 B 0,01 mg'L 13 gL Lad: Ul 1 1] - - -
Migue] Tota [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L =001 L DR 2200 - - -
Churmk=o Toka [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L =001 gL DR 2200 - - -
Zliclo Total [EMEWW 3120 B 0,0s moL 5,2 L DRM200: - - -
Estanihao Total [EMEWW 3120 B a1 mgiL =01 miL (DR 20 - - -
Esirdincio Tiotal [EMEWW 3120 B 0,01 mg'L 0,02 gL DR 2200 - - -
Talko Tots [EMEWW 3120 B 0.4 moL =04 L DRM200: - - -
Vanadio Totasl [EMEWW 3120 B 0,0= mgiL =0,0= miL (DR 20 - - -
Zinco Tekal [EMEWW 3120 B 0,02 mg'L =002 gL DR 2200 - - -
METAL SERADOR

|Arsénio Total [EMEWW 3114 B 0,01 mg'L =001 L DR 2200 - - -
Kercono Tetl [EMEWW 3112 B 0,001 moL =0,001 L DRM2200 - - -
|Aurrtiemitin b Tioka [BAMEWW 3114 B 0,00% mg'L <0,005 gL Lad: Ul 1 1] - - -
Seidnilo Toka [EMEWW 3114 B 0,01 mg'L =001 L DR 2200 - - -
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RE-5.0-12-00-A-0722/2008

P .
ce trE, ‘/ﬂ RELATORIO DE ENSAIOS Fev: 01 D 15m2r2n0s

Fola: 404 Responsdvel: 629-9

Laboratario de Otica

[¥ =

01. Rex-01: Revisio gerada par Inclusio do resuftade d= chumibo.
2. & relatiio de emsaln (5. 0-12-00-A-0TE32008 rev-01) subsfhil o redabdeio de ensalo §.0-13-00-A-00T7 33005, pev-000E daado em 15T

LCondigoes de Recebimento
Amostra Recipiente Freservagao Guanl:ldadel Observagao | Fesp Amosiragem
[138-A504 - EX Frasoo de Poleflenc S efigerada EfdmL Fedro Lima.
TR0 -EX Frasco de Folegien Sefgeraca ETGmIL Fedro LIma
Raimundo Mouta Pereira Eduardo dos Santos Fontoura
CQuimico - GELAB Gerente - GELABR
C.RQ Mo 7100138 C.RQ. No. 7100427

* Dis) recultadoic) expreceo|c] nests relatorio referem-co apenac G) amoctralc) sncaledaie]l.
= O Laboratons ndo o8 responcabliiza pala oolata daje) amoctrade).
* Ects relatdrio of deverd cor reproduzido na inbegra. O Laboratdrlo o se recponcablliiza peds reproduglo parclal dechs relabario.
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Anexo 4 — Resultados das amostras coletadas para pesquisa de toxina botulinica, esporos de

Clostridium botulinum e soroneutralizacdo realiadas pela Unep

unep ™ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA“JULIO DE MESQUITA FILHO”
“CAMPUS” DE ARACATUBA - CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
Laboratério de Enfermidades Infecciosas dos Animais
Rua Cldvis Pestana, 793 - Bloco-37

Aracatuba, 16050 680 SP.

Entrada do Material: 28/02/08 — quinta-feira — 17:10 horas
RG.: 3354

CENTREL S. A. Empresa de Protecdo Ambiental

Via Atlantica, Km 9 — Polo Petroquimico — Camacari — BA — CEP: 42810 — 000
Tel.: (55) 71 3634 6880 — Fax.: (55) 71 3632 2583

Escritério Salvador — Av. Tancredo Neves, 3343 — Ed. Cempre, Torre A, 14°andar
CEP: 41820 - 021 — Salvador — BA

Tel.: (55) 71 3273 2200 Fax.: (55) 71 3273 2212

Material enviado por: Dr. Pedro Cerqueira Lima



Exame solicitado:

soroneutralizacéo

Material enviado

Pesquisa de toxina botulinica, esporos de Clostridium

115

botulinum e

Patos

Sedimentos

N.1 Denseicygna autumnalis, N.2 Amazoneta
brasiliensis, N.3 Dendrocygna viduata, N.4
Amazoneta brasiliensis, N.5 Dendrocygna
viduata, N.6 Dendrocygna viduata, N.7A
Dendrocygna autumnalis, N.7B Dendrocygna
autumnalis, N.10 Carcaca (Vanelus Chilensis)
Lagoa Renato, Serrote Pelado. N.11 Carcaca
22/02/2008 Aramus guaradna.

N.1 Sedimento Reator

N.2 Sedimento transicéo %

N.3 Sedimento Baldes

Moluscos

Algas

N.1 Moluscos reator

N.2 Moluscos transi¢éo %2

N.3 Moluscos Baldes

N.9 Caramujos

N.1 Algas reator

N. 2 Algas Transi¢éo %2

N.3 Algas Baldes

N.8 Algas (22/02/08) Lagoa Renato — Serrote
Pelado

N.12 Algas (22/02/08) lagoa Renato — Serrote
Pelado
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RESULTADOS

Resultado da pesquisa direta de toxina botulinica pelo teste de bioensaio (segundo técnica do
CDC), e neutralizacdo em camundongo, dos materiais biologicos das diferentes espécies de
patos envolvidos na mortalidade

Patos Toxina Moela C. Figado
intestinal
1 Denseicygna autumnalis - - *
2 Amazoneta brasiliensis Tipo C + + +
3 Dendrocygna viduata | i |
4 Amazoneta brasiliensis TipoC - + +
5 Dendrocygna viduata - - -
6 Dendrocygna viduata - - -
7A  Dendrocygna autumnalis | i -
7B  Dendrocygna autumnalis TipoC - + +

Fonte: Iveraldo dos Santos Dutra.

*QOs materiais marcados em vermelho continham toxina botulinica para provocar sintomas nos
camundongos, mas 0s mesmo ndo morreram. Pela técnica eles sdo tidos como negativos,
mesmo embora tenham sido neutralizados pela antitoxina C.

Presenca de esporos de Clostridium botulinum nas amostras de Sedimento, verificada pela
inoculagdo dos materiais em meio de cultura CMM, bioensaio em camundongo e
soroneutralizacdo

Sedimento: Pesquisa Indireta Toxina:
1- Sedimento reator + Tipo D
2- Sedimento transigéo 1/2 + N&o tipificado
3 — Sedimento Balbes + Tipo Ce TipoD

Moluscos e algas foram negativos para a presenca de esporos ou de toxina botulinica.

Aracatuba, 01 de Abril de 2008

Prof. Dr. lIveraldo dos Santos Dutra

CRMV-SP 4699

Laboratoério de Enfermidades Infecciosas dos Animais
Unesp-Campus de Aracatuba

Telefax.: 18-36228451

E-mail: isdutra@fmva.unesp.br



mailto:isdutra@fmva.unesp.br

