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RESUMO

RIZOTTO, L. S. Metapneumovirus aviarios em aves silvestres. [Avian
Metapneumovirus in Wild Birds]. 2017. 69 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Séo
Paulo, 2017.

Metapneumovirus Aviario (aMPV), familia Pneumoviridae, género Metapneumovirus,
€ 0 agente etiologico responsavel pela rinotraqueite dos perus e também esta
associada a sindrome da cabeca Inchada em galinhas, duas importantes doencas
respiratorias que acometem aves comerciais e levam a grandes perdas econdémicas.
O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de aMPV em amostras de aves
silvestres e realizar a caracterizagdo molecular dos isolados encontrados, com o
intuito maior de contribuir para o entendimento da epidemiologia desse virus. Para
isso foram coletados no total, 448 suabes orofaringeanos (OP) e cloacais (C) oriundos
de 234 aves silvestres em quatro locais do estado de S&o Paulo. Trés tipos de
amostras foram processadas e testadas: 1) 266 suabes agrupados de um ou até cinco
animais que estavam no mesmo recinto e respeitando o mesmo tipo de suabe (OP ou
C); 2)188 suabes foram agrupados na forma de pools de até dois animais, contendo
os suabes OP e C de cada animal, formando entédo 48 pools; 3) amostras de tecido
traqueal e pulmonar de trés Egretta thula também foram coletados e testados. A
purificagdo de RNA viral foi realizada utilizando o QIAmp RNA Mini Kit Kit (Qiagen).
Para o teste de RT-PCR foi utilizado o kit OneStep RT-PCR (Qiagen) com primers
baseados no gene N, previamente descritos, com fragmento esperado de 115 bp. As
amostras foram também testadas por RT-PCR em tempo real (RRT-PCR) com
primers especificos previamente descritos, para os subtipos A e B, com base no gene
G com fragmentos de 116 e 135 bp, respectivamente. Os fragmentos das amostras
positivas foram purificados e sequenciados pelo sequenciamento tipo Sanger para
caracterizacao por analises filogenéticas. Das 126 amostras testadas pelo teste de
RT-PCR baseado no gene N, quatorze foram positivas: oito amostras de Anseriformes
(Aix sponsa, Aix galericulata, Dendrocygna viduata), trés de Columbiformes (Columba
livia), um de Falconiformes (Falco sparverius), um de Psittaciformes (Psittacara
leucophthalma) e um de Pelecaniformes (Egretta thula). Das quatorze amostras

positivas, treze eram provenientes de suabes, e a décima quarta era oriunda de tecido



traqueal de Egretta thula. Pelo teste de RRT-PCR baseado no gene G nenhuma das
184 amostras testadas foi positiva. As andlises filogenéticas realizadas com
fragmentos de 44 e 54 bp do gene N de duas amostras positivas, que se agruparam
com isolados pertencentes ao aMPV de subtipo A. Estes virus apresentaram alta
identidade com as estirpes derivadas de vacina e com estirpes vacinais, 0 que mostra
uma possivel ocorréncia de escapes vacinais de aves de produgcdo para as aves
silvestres.

Palavras-chave: Epidemiologia. Biologia Molecular. Virologia



ABSTRACT

RIZOTTO, L. S. Avian Metapneumovirus in Wild Birds. [Metapneumovirus Aviarios em
Aves Silvestres]. 2017. 69 f. Dissertacado (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Avian metapneumovirus (aMPV), family Pneumoviridae, genus Metapneumovirus, it is
the etiologic agent responsible for turkey rhinotracheitis and is also associated with
swollen head syndrome in chickens, two important respiratory diseases in poultry
which leads to large economic losses. The aim of this study was detect the presence
of aMPV in wild birds samples, to perform the phylogenetic analysis of the isolates
found with the major objective of contributing to the understanding of the epidemiology
of this virus in poultry farms. In total, 448 oropharyngeal (OP) and cloacal (C) swabs
from 234 wild birds collected in four different locations within the state of S&o Paulo.
The samples were processed and tested in three different ways: 1) 266 swabs were in
the form of pools of one up to five animals that were in the same enclosure and
respecting the same type of swab (OP or C); 2) 188 remaining swabs were grouped
into pools of up to two animals, containing the oropharyngeal and cloacal swabs of
each animal; 3) tracheal and pulmonary tissue samples were also collected and tested.
Purification was performed using the QIAmp RNA Mini Kit Kit (Qiagen). Viral detection
was performed by conventional RT-PCR technique using the OneStep RT-PCR kit
(Qiagen) with primers based on the N gene, previously described with expected
fragment of 115 bp. The samples were also tested by a real time RT-PCR (RRT-PCR)
with specific primers previously described, for subtypes A and B, based on the G gene
with fragments of 116 and 135 bp, respectively. Of the 126 samples tested by the RT-
PCR N gene based, fourteen were positive: eight samples of Anseriformes (Aix
sponsa, Aix galericulata, Dendrocygna viduata), three Columbiformes (Columba livia),
one Falconiformes (Falco sparverius), one Psittaciformes (Psittacara leucophtalma)
and one Pelecaniformes (Egretta thula). Of the swab samples, five were derived from
oropharyngeal swabs and four from cloacal swabs, the other four samples were
detected in the samples processed in pools of up to two animals, which contained the
oropharyngeal and cloacal swabs of each bird. The positive Egretta thula sample was
from a tracheal tissue sample. Based on the RRT-PCR G gene based, none of the 184

samples tested were detected. Phylogenetic analyzes were performed on two positive



samples that proved to belong to aMPV subtype A, showing high similarity with the

strains derived from the vaccine and with vaccine strains.

Keywords: Surveillance. Molecular Biology. Virology
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1 INTRODUCAO

Embora tenha ocorrido uma mudanca no comportamento de consumo e
interesse da popula¢do quanto ao tipo de criacdo das aves, a criagdo intensiva so
tem aumentado seus numeros de producdo. Segundo o Uultimo relatério da
Associacao Brasileira de Proteina Animal, a producédo mundial de carne de frango e
de peru foi de 91.222 mil toneladas, desse montante, o Brasil contribuiu com a
producédo de 13.018 mil toneladas, alcangcando o 3° lugar na producao de carne de
frango e de peru (UBABEF, 2015). No mercado de exportacdo o pais também
participou ativamente, exportando 4.099 mil toneladas de carne de frango e 125 mil
toneladas de carne de peru, atingindo a 12 e a 32 posicdo, respectivamente, nesse
segmento (UBABEF, 2015). Tal posicao de destaque contribui significativamente
para o abastecimento mundial e para a economia brasileira, portanto, é imperativo
0 monitoramento da sanidade dos plantéis avicolas.

Diversos patébgenos ameacam a producdo avicola do pais e,
consequentemente, sua economia. Dentre eles, os virus que desenvolvem
sintomatologia respiratéria merecem destaque pois comprometem o crescimento
das aves, diminuem o rendimento de carcaca no abate, reduzem a producéo e
gualidade dos ovos, além de causarem consideraveis taxas de morbidade e
mortalidade. Indiretamente, tais virus também aumentam o0s gastos com
diagndsticos e medicamentos, tanto para o combate doenca em si, quanto no
tratamento de doencas secundarias causadas por agentes oportunistas.

Os metapneumovirus aviarios (aMPV) pertencentes ao género
Metapneumovirus, familia Pneumoviridae, compdem o quadro de principais
patégenos respiratdérios que acometem as aves comerciais, levando a grandes
prejuizos econbmicos. As aves silvestres, especialmente aves aquaticas
migratorias, e passeriformes, sdo frequentemente consideradas reservatérios ou até
mesmo vetores de patdgenos aviarios de grande importancia para as aves
comerciais, inclusive dos aMPV (ALEXANDER, 2007; CHU et al., 2011; CHA; YU;
ZSAK, 2013).

O presente estudo teve como principal objetivo investigar a circulagédo dos

metapneumovirus aviarios em aves silvestres a partir de suabes analizados atraves
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da técnica de RT-PCR e RRT-PCR e fazer a caracterizacdo dos isolados visando

contribuir para o conhecimento dos metapneumovirus aviarios presentes no pais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO VIRAL

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), os
metapneumovirus aviarios (aMPV) estdo inseridos na ordem dos Mononegavirales
(ICTV, 2016).

Anteriormente, os aMPV eram pertencentes a familia Paramyxoviridae que
se subdividia nas subfamilias Paramyxovirinae e Pneumovirinae, inseridos nesta
ultima. No entanto, em 2016, o Comité ratificou uma série de alteracdes, incluindo a
promocdo da sub-familia Pneumovirinae a familia denominada Pneumoviridae
levando a uma nova classificacéo viral. A elevagdo de subfamilia para familia foi
baseada em trés caracteristicas: estrutura do complexo ribonucleoproteico,
distancia filogenética e a presenca e particularidades do gene M2 (ICTV, 2016).

Andlises a partir de microscopia eletrdnica do nucleocapsideo dos
pneumovirus e paramixovirus e analises filogenéticas (Figura 1) usando as
proteinas codificadas por pneumovirus e paramixovirus apresentaram significativas
diferencas entre si, formando dois grupos bem separados que justificam a nova
classificacdo. Além disso, apenas os membros da extinta subfamilia possuem o
gene M2, que codifica duas proteinas (M2-1 e M2-2), em que a proteina M2-1 é
Unica e ndo possui nenhum homologo. (ICTV, 2016).

Assim, os aMPV sao atualmente pertencentes a ordem dos Mononegavirales,
familia Pneumoviridae, género Metapneumovirus, que aloca ndo s6 o0s

metapneumovirus aviarios como os humanos também (ICTV, 2016).
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Figura 1. Arvore filogenética utilizando 200 aminoéacidos da regido da proteina da polimerase (L) dos
Mononegavirales pelo método Neighbour-joining apresentando os representantes da Ordem dos
Mononegavirales agrupados em diferentes clusters (familias)
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Fonte: ICTV, 2016

2.2 ESTRUTURA VIRAL

De forma geral, 0 genoma do virus possui em média 13.560 nucleotideos,
formando oito genes que codificam nove proteinas: nucleocapsideo (N) com 1197
nucleotideos que codificam 391 aminoé&cidos (LI et al., 1996), fosfoproteina (P)
com 855 nucleotideos que codificam 278 aminoacidos (LING et al., 1995), matriz
(M) com 1141 nucleotideos e 254 aminoacidos (YU et al., 1992b), fusédo (F) com
1640 nucleotideos que codificam 538 aminoéacidos (YU et al., 1991), a segunda
matriz (M2) que possui duas open reading frames (ORF) originando os
polipeptideos M2-1 e M2-2, que possuem juntos 631 nucleotideos que codificam
186 aminoacidos (YU et al., 1992a), hidrofébico pequeno (SH) que possui 589
nucleotideos que codificam 174 aminoacidos (LING; EASTON; PRINGLE, 1992),
a glicoproteina (G) que possui entre 1193 e 1321 nucleotideos e codificam 391
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aminoacidos (LING; EASTON; PRINGLE, 1992; JUHASZ; EASTON, 1994); e
RNA polimerase dependente de RNA (L) com 6099 nucleotideos com 2005
aminoacidos (RANDHAWA et al., 1996) (Figura 2).

Figura 2. Genoma do Metapneumovirus Aviario (aMPV)
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Fonte: Rizotto, 2017

Anteriormente, o Virus da Estomatite Vesicular (VSV), um virus pertencente
a ordem dos Mononegavirales, Familia Rhabdoviridae (ICTV, 2016), serviu de
modelo protétipo para todos os RNA negativos ndo-segmentados (NNS), como € o
caso do aMPV. Apesar de ndo pertencerem a mesma familia, ambos possuem
mecanismos de expressao genética, modos de transcricdo e replicacdo muito
parecidos (BANERJEE; BARIK, 1992). Dessa forma, diversos estudos utilizando o
VSV foram capazes de elucidar mecanismos e fun¢des do aMPV.

A particula viral é circundada por um envelope lipidico oriundo da membrana
plasmatica da célula hospedeira, no qual estdo inseridas as trés glicoproteinas do
virus, proteina de ligacdo (G), proteina de fusdo (F) e as pequenas proteinas
hidrofébicas (SH) (HUANG; COLLINS; WERTZ, 1985; EASTON; DOMACHOWSKE;
ROSENBERG, 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Particula viral de um Metapneumovirus Aviario

/s

e e e e e

“a

¢
¢
P

“"0
?
’
’
I}
P‘
»
L
%

Fonte: Rizotto, 2017
Desenho esquematico da particula viral apresentando as glicoproteinas G (proteina de ligacéo), F
(proteina de fusdo) e SH (pequeno hidrofébico), as outras proteinas estruturais M (proteina de matriz)
e as proteinas do complexo ribonucleoproteico N (proteina de nucleocapsideo), P (fosfoproteina) e
L (RNA polimerase dependente de RNA) e a fita de RNA

A proteina G, a mais variavel do virus, € uma proteina de membrana de tipo
Il fortemente glicosilada; responsavel pela adsorgéo viral a superficie da célula
hospedeira (EASTON; DOMACHOWSKE; ROSENBERG, 2004).
A proteina F, outra uma glicoproteina presente na superficie do envelope viral,
€ uma proteina de membrana de tipo | altamente antigénica, que promove a
penetracdo do virus a célula hospedeira e também é essencial para a fuséo celular
e formacé&o de sincicios (COLLINS, P. L.; MCINTOSH; CHANOCK, 1996). Embora
muitos artigos digam que a fusao ocorra em pH neutro (LAMB; PARKS, 2013), outros
autores relataram que algumas cepas de hMPV e aMPV podem usar pH baixo na via
endocitica (YUN et al., 2015). Yun e colaboradores (2015) observaram que residuos
de aminoacidos nas posi¢oes 100, 101 e 294 da proteina F foram determinantes na
independéncia de pH. Dessa forma, virus pH independentes, caso dos
paramixovirus, pneumovirus e retrovirus, por exemplo, sédo virus que promovem a
fusao celular em uma ampla gama do pH, variando do neutro para o baixo (MARSH,;
HELENIUST, 1989). Ela é sintetizada inicialmente como um precursor inativo (FO0),

que é levado até o reticulo endoplasmatico e entdo clivado por endoproteases
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hospedeiras dando origem as subunidades F1 e F2 que séo funcionais (COLLINS,
P. L.; MCINTOSH; CHANOCK, 1996; BROWN et al., 2014).

A proteina M, importante na montagem e saida do virus, é uma das proteinas
mais abundantes no virion (TAKIMOTO; PORTNER, 2004), e parece interferir na
apoptose da célula hospedeira, causando arredondamento das células infectadas
(BARIK, 2004).

O gene M2 contétm duas ORF, que codificam dois polipeptideos
denominados M2-1 e M2-2, em que a proteina M2-1 esta envolvida na elongacéao
da transcricdo, atuando como um fator de processividade para a RNA polimerase
além de participar da inducdo da resposta inflamatéria do hospedeiro (EASTON;
DOMACHOWSKE; ROSENBERG, 2004). A proteina M2-2 esta envolvida na troca
de funcdo da RNA polimerase de transcricdo para replicacdo do RNA viral (GOULD;
EASTON, 2005).

Por ser um virus RNA NNS, seu material genético esta intimamente ligado a
proteina de nucleocapsideo (N) formando um nucleocapsideo que confere formato
helicoidal, além de resisténcia e protecdo ao RNA viral contra RNases (BARIK,
2004). O complexo N-RNA se associa as subunidades L ou RNA-polimerase RNA-
dependente (RdRP) e P, formando uma estrutura denominada complexo
ribonucleoproteico. Tal complexo atua nos mecanismos de transcricdo e replicacéo
do virus (BANERJEE; BARIK, 1992).

A sintese dos genes transcritos segue uma ordem que acompanha a ordem
do genoma viral: iniciando na regido leader que se encontra na por¢cédo 3’
percorrendo gene a gene, todo o genoma (N-P-M-F-M2-SH-G-L), até encontrar a
regido trailer-5 (BANERJEE; BARIK, 1992). O sinal de parada entre 0os genes é uma
curta sequéncia de uracilas (U), marcando a adi¢éo da cauda poli-A em cada mRNA
nascente liberado para a traducdo (EASTON; DOMACHOWSKE; ROSENBERG,
2004).

A transcricdo viral, executada pela proteina L (BANERJEE; BARIK, 1992),
principal componente do complexo RARP, ocorre no citoplasma logo apos a infecgéo
(BARIK, 2004). Ela também é responsavel pela sintese de todo o RNA viral,
incluindo RNAs mensageiros (mRNA) intermediarios replicativos e os genomas de
RNA da progénie. Além dessas fungbes, a mesma parece ser responsavel pela
metilacéo e pelo capping dos mMRNA (EASTON; DOMACHOWSKE; ROSENBERG,
2004).
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O processo de transcricdo também acompanha a polaridade da molécula, de
tal modo que, genes mais proximos a regido leader sdo transcritos mais vezes,
apresentando mais mRNA e proteina que 0s genes mais distais. Isso mostra uma
economia e necessidade funcionais, onde proteinas que sdo necessarias em
abundancia sao transcritas mais vezes (BARIK, 2004) (Figura 4).

A proteina P funciona como um fator acessério da proteina L para a
transcricdo (BANERJEE; BARIK, 1992). Um estudo feito com a fosfoproteina de
VSV, promoveu a delecéo progressiva dos dominios da proteina e observou que a
atividade de ligacdo N-RNA foi perdida, principalmente quando os dominios Il e llI
foram removidos (GILL; CHATTOPADHYAY; BANERJEE, 1986). Além disso a
proteina possui uma alta proporcéo de glutamato em sua regido C-terminal, o que
Ihe confere uma carga muito negativa e mantem a interacéo das proteinas Ne P e
a integridade do complexo ribonucleoproteico (LING et al., 1995).

A replicacdo viral corresponde a sintese da fita de RNA positiva
complementar a fita negativa do RNA gendmico que servira de molde para a sintese
do RNA gendmico viral (BANERJEE; BARIK, 1992). Apenas RNAs sentido negativo
devidamente encapsidados (envolvidos pela proteina N) sdo empacotados nos
virions maduros (BANERJEE; BARIK, 1992). Para isso, grandes quantidades de
proteina N devem estar disponiveis para que a ligacdo entre RNA nascente e
proteina N ocorra. Especula-se que seja essa ligacdo que faz a mudanca de
transcricao para replicagédo (BANERJEE; BARIK, 1992), em que o RdRP ignora os
sinais de parada intergénicos e gera um RNA complementar de sentido positivo
completo chamado RNA antigenoma (BARIK, 2004). Assim como o genoma, 0
antigenoma também é encapsidado e serve como um modelo para replicacdo do

genoma de sentido negativo (BARIK, 2004) (Figura 4).
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Figura 4. llustragdo esquematica dos processos de transcri¢ao e replicacdo dos Metapneumovirus
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Fonte: Rizotto, 2017

2.3 DIVERSIDADE GENETICA

A classificacao viral é feita quanto ao padréo de neutralizacdo antigénica das
proteinas virais utilizando anticorpos monoclonais (COLLINS, M. S.; GOUGH,;
ALEXANDER, 1993) e pela analise filogenética a partir das sequéncias nucleotidicas
de genes parciais, principalmente dos genes G, F, M e L (JUHASZ; EASTON, 1994;
NAYLOR, C. J.; BRITTON; CAVANAGH, 1998; SEAL, 1998; BAYON-AUBOYER et
al., 2000) ou do genoma completo (NAYLOR, C. J. et al., 2004; LEE et al., 2007,
SUGIYAMA et al., 2010; LUPINI et al., 2011; BROWN et al., 2014).

Assim, sdo reconhecidos quatro subtipos denominados A, B, C e D. A analise

a partir do gene da glicoproteina G, a menos conservada entre as cepas virais, tem
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se mostrado uma boa ferramenta para a subtipagem dos metapneumovirus aviarios
h& pelo menos duas décadas (JUHASZ; EASTON, 1994). A glicoproteina G tem um
grau maximo de homologia de apenas 38% de aminoacidos entre os subtipos A e B
(JUHASZ; EASTON, 1994; BAYON-AUBOYER et al., 2000) e é um dos principais
alvos de anticorpos neutralizantes (BAYON-AUBOYER et al., 2000). No entanto, os
genes F, M e N também podem ser utilizados para a classificagdo dos aMPV. A
deteccao e caracterizacdo dos subtipos C e D, por exemplo, foram feitas a partir do
perfil filogenético do gene M (SEAL, 1998) e do gene F, L e G (BAYON-AUBOYER et
al., 2000), respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Arvores filogenéticas baseadas nos genes F e M identificando os quatro metapneumovirus
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Fonte: Modificado de Bayon-Auboyer et al., 2000 e Seal, 1998

Um estudo comparativo entre diferentes protocolos de RT-PCR para os
genes F, G e N demonstrou que o gene do nucleocapsideo também foi capaz de
detectar todos os subtipos testados, se apresentando como uma viavel ferramenta
de diagndstico (BAYON-AUBOYER et al., 1999).

Inicialmente, no inicio da década de 90, a divisdo dos metapneumovirus
aviarios em subtipos A e B, foi feita a partir de um estudo molecular utilizando
enzimas de restricdo, comparou os genes G de cepas isoladas no Reino Unido,
Africa, Franca, Italia, Espanha e Hungria (JUHASZ; EASTON, 1994). Foi constatado
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que as cepas isoladas no Reino Unido, Africa do Sul e Franca apresentavam de
99,1 a 99,9% de similaridade entre suas sequéncias de nucleotideos, formando
entdo o subtipo A, enquanto que as cepas isoladas na Espanha, Italia e Hungria
formaram o subtipo B, com 99,4 a 99,7% de similaridade entre si (JUHASZ,
EASTON, 1994). Entre os subtipos A e B a identidade das sequéncias de
nucleotideos foi de 56,3 a 57% e a sequéncia de aminoacidos apenas 38%
(JUHASZ; EASTON, 1994). Um ano antes, Collins e colaboradores (1993) usando
um painel de anticorpos monoclonais (mAbs), também observaram que os isolados
britAnicos eram mais relacionados entre si do que cepas isoladas na Espanha, Itélia
e Hungria. Anos mais tarde, os isolados franceses provaram ser na verdade subtipo
B (NAYLOR, C. et al.,, 1997). Os autores sugerem que a divergéncia quanto a
subtipagem seja porgue as cepas analisadas por Juhasz & Easton foram cedidas
pelo laboratdrio de Collins (NAYLOR, C. et al., 1997).

Para o aMPV de subtipo C, a analise filogenética foi realizada a partir do gene
M, pois se tratava de nova cepa, com sinais clinicos compativeis com a doenca mas
com auséncia de reacdo soroldgica pelos testes sorolégicos da época, que até
entao so reconheciam os subtipos A e B (SEAL, 1998). A analise demonstrou que a
cepa encontrada apresentava similaridade nas sequéncias de aminoacidos de 78 e
77% com os subtipos A e B, respectivamente (SEAL, 1998).

O quarto subtipo, D, surgiu a partir de um estudo retrospectivo baseado nos
genes G, L e F, em que as cepas francesas isoladas em 1985, se agruparam em
um clado unico (Figura 5), apesar de compartilharem uma alta taxa de nucleotideos
do gene F com o subtipo B, onde estavam erroneamente inseridos até entéo
(BAYON-AUBOYER et al., 2000). Os autores levantam a hip6tese de tais isolados
terem evoluido a partir de um mesmo ancestral comum ao subtipo B.

Embora essa diviséo classica ja esteja bem documentada e aceita, desde o
ano de 2002 (COOK, J. K.; CAVANAGH, 2002) e mais recentemente, em 2014
(BROWN et al., 2014), autores tem sugerido uma nova forma de classificacdo dos
metapneumovirus. Ja em 2005, um estudo com metapneumovirus aviarios e
humanos demonstrou a ampla similaridade entre as duas espécies de virus
(LWAMBA et al., 2005).

Em 2001, um isolado viral foi obtido a partir de aspirados de criancas
apresentando sintomatologia respiratoria caracteristica, muito similar aquela

causada pelo virus sincicial respiratério humano (hRSV); no entanto, apos analises
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moleculares, o isolado apresentou uma elevada similaridade com os aMPV, além
de partilharem a mesma organizagéo genémica (VAN DEN HOOGEN et al., 2001).
Isso levou a uma reclassificacdo das espécies virais, que passaram a fazer parte do
novo género denominado Metapneumovirus (VAN DEN HOOGEN et al., 2002).

Comparacdes entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas N, M, F, e
o polipeptideo M2-1 apresentaram mais de 80% de similaridade entre o hMPV e o
aMPV subtipo C (VAN DEN HOOGEN et al.,, 2002). Um estudo mais recente
analisou gene a gene o genoma dos metapneumovirus e encontrou resultados
similares quanto as sequéncias de aminoacidos: as proteinas N, M, F e M2 dos
hMPV e aMPV C partilhavam 90%, 88%, 81% e 85% de similaridade, entre si,
respectivamente. Alta similaridade entre os subtipos A, B e D também foi observada
nas mesmas proteinas supracitadas, principalmente nas proteinas N e M, que
apresentaram similaridade de 90% e 94%, respectivamente (BROWN et al., 2014).
Os subtipos A, B e D dos aMPV também estavam mais relacionados entre si quanto
ao comprimento e identidade de aminoacidos do que com as mesmas
caracteristicas do aMPV C e hMPV (Figura 6). Dessa forma, os autores mostram
uma maior relagdo génica e conservacao de nucleotideos e aminoacidos entre o
aMPV subtipos A, B e D e entre o0 aMPV C e hMPV sugeriendo uma nova
classificacdo dos metapneumovirus, no qual o primeiro grupo seria formado pelos
aMPV A, B e D e o segundo grupo formado pelo aMPV C e hMPV (BROWN et al.,
2014).
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Figura 6. RelagBGes genéticas entre as sequéncias completas dos genomas de Metapneumovirus
previamente publicadas
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2.4 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS AMPV

Os primeiros relatos sobre o virus ocorreram em perus na Africa do Sul
(BUYS; DU PREEZ, 1980), Reino Unido (MCDOUGALL; COOK, 1986) e Franca
(GIRAUD et al., 1986). Em 1989, os mesmos sinais clinicos da enfermidade foram
descritos em galinhas na Africa (BUYS, S. B.; DU PREEZ, J. H.; ELS, H. J., 1989).
Relatos da doenca e presenca do virus também ocorreram em 1988 em matrizes de
corte em Israel (PERELMAN; MEROZ; SAMBERG, 1988), em galinhas no Marrocos
em 1991 (EL HOUADFI et al., 1991), Taiwan em 1994 (LU et al., 1994), e em frangos
de corte em diversas cidades do Japdo em 1996 (TANAKA et al., 1996). Desde
entdo o aMPV, principalmente subtipos A e B, foi descrito em aves comerciais de
varios paises da Europa e, mais tarde em todo o mundo.

De acordo com estudos comparativos usando mAbs (COLLINS, M. S;
GOUGH; ALEXANDER, 1993), soros policlonais (COOK, J.K.A. et al., 1993) e
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analise do gene G (JUHASZ; EASTON, 1994; NAYLOR, C. et al.,, 1997), os
primeiros isolados na Africa do Sul e Reino Unido pertenciam ao subtipo A e as
cepas isoladas da Espanha, Itélia, Franca e Hungria pertenciam ao subtipo B.

Em fevereiro de 1997 o primeiro isolamento de aMPV nos EUA foi descrito a
partir de perus comerciais do estado do Colorado (SENNE et al., 1997). Um ano
depois o isolado foi classificado como um novo subtipo, denominado C (SEAL,
1998). Mais tarde, o mesmo subtipo foi isolado em patos Muscovi na Franca
(TOQUIN et al., 1999) e na China (SUN et al., 2014), em faisbes da Coreia do Sul
(LEE et al., 2007) e em galinhas na China (WElI et al., 2013).

Apbs andlises comparativas dos genes F, G e L, duas cepas que haviam sido
isoladas em 1985 na Franca apresentaram discrepancias genéticas e antigénicas a
ponto de ndo pertencerem a nenhum subtipo relatado até entdo, dando origem ao
guarto subtipo dos aMPV (BAYON-AUBOYER et al., 2000).

A partir de 2003, varios paises reportaram a co-circulacéo de subtipos em seus
territorios. Utilizando testes de RT-PCR, a circulacao dos subtipos A e B foi relatada
no Japao (MASE et al., 2003), Israel (BANET-NOACH; SIMANOV; PERK, 2005),
Nigéria, China, Coreia, Itdlia, Espanha e Hungria (OWOADE et al., 2008;
CECCHINATO et al., 2010).

Estudos epidemioldgicos levantam a questdo quanto as barreiras sanitérias
e trocas comerciais entre paises. Owoade e colaboradores isolaram o virus a partir
de aves comerciais da Nigéria e de aves vivas do sudeste da China e concluiu que
21% das aves comerciais e 39% das aves vivas albergavam o virus (OWOADE et
al., 2008). Os virus identificados em tais paises possuiam alta identidade com as
cepas isoladas no Brasil e Reino Unido, sugerindo uma ligacdo epidemiolégica
direta do comércio entre esses paises. Segundo os autores, o risco do comércio de
aves vivas na propagacdo ou evolucdo de patdgenos aviarios € subestimado
(OWOADE et al., 2008). Corroborando com essa afirmacao, no Egito, as cepas
pertencentes ao subtipo A apresentavam alta similaridade com as cepas
encontradas em Israel, ressaltando que as trocas comerciais que ocorrem entre 0s
paises pode ser uma fonte de transmisséo viral (ABDEL-AZEEM et al., 2014).

O primeiro relato do virus no Brasil foi feito em 1992 (ARNS; HAFEZ, 1992)
e, a partir do sequenciamento do gene G, o0 virus, que apresentou 99% de
similaridade com o subtipo A europeu, foi classificado como pertencente a este
subtipo (DANI; DURIGON; ARNS, 1999). Anos mais tarde, Chacon e colaboradores
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avaliaram o gene G de cepas de aMPV circulantes no Brasil e detectaram pela
primeira vez o subtipo B no territorio; a identidade entre os subtpipos aqui circulantes
era de 98% com as estirpes europeias do subtipo B (CHACON et al., 2007).

Até o ano de 2010, ambos os subtipos A e B circulavam no Brasil apesar de
uma predominancia de deteccao do subtipo A. A partir de 2007, o subtipo B tornou-
se dominante, fato que pode ter ocorrido devido ao intenso e amplo uso de vacinas
contra o subtipo A quando o virus surgiu no pais, deixando de lado a protecao contra
o subtipo B (CHACON et al., 2011). Embora alguns artigos afirmem que a protecao
cruzada exista (COOK, J. K. et al.,, 1995; TOQUIN; ETERRADOSSI; GUITTET,
1996; NAYLOR, C. et al., 1997), os autores fizeram tal afirmagéo baseados em
estudos experimentais, e mesmo que baixos numeros tenham sido observados,
sintomatologia clinica e deteccdo de RNA viral foi observada em aves que foram
vacinadas e depois desafiadas com subtipo heter6logo. Estudos mais recentes,
abordando situacdes de campo comprovam que a protecdo cruzada ndo é completa
(BANET-NOACH et al., 2009; CHACON et al., 2011).

2.5 AS AVES SILVESTRES

Paralelo as infeccBes em aves comerciais, esta a presenca do virus também
nas aves silvestres. J& em 1989, Stuart havia sugerido que a entrada do virus no
Reino Unido teria se dado através das aves migratorias (STUART, 1989).

Na verdade, as aves silvestres, principalmente aves aquaticas e migratorias,
sdo frequentemente consideradas reservatorios ou vetores nao sO do
metapneumovirus aviario (SHIN et al., 2001), mas de diversos patégenos aviarios,
como o virus influenza e da doenca de Newcastle (ALEXANDER, 1995; CHA; YU;
ZSAK, 2013).

O virus ja foi detectado a partir de amostras de varias espécies de aves
selvagens, incluindo estorninhos, pardais, andorinhas e gansos, patos d’asa azul e
gansos selvagens (SHIN et al., 2000; BENNETT et al., 2002). No Canada, gansos
selvagens foram descritos como reservatorios naturais do virus. Em 2004, Bennett
e colaboradores também isolaram o virus em amostras de pardais e gaivotas de
Delaware (BENNETT et al., 2004). Anticorpos anti-aMPV subtipo C também foram
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detectados em galeirbes e corvos americanos, gargas, gansos e patos selvagens
(SHIN et al., 2000; SHIN et al., 2002b).

Em 2008, RNA viral e anticorpos anti-aMPV subtipo C também foram
encontrados em amostras de gansos do Canada e pombos da rocha nos estados
de Georgia, Carolina do Sul, Arkansas e Ohio (EUA) (TURPIN et al., 2008).

Foi observado que os surtos de aMPV nas producfes de perus dos EUA
ocorriam principalmente nos meses de mar¢co a maio e de outubro a novembro,
periodos de primavera e outono, que coincidem com o periodo de migracdo das
aves (SHIN et al.,, 2000), sugerindo que as aves selvagens atuam como
reservatorios e sdo capazes de propagar o virus para areas de producéo avicola
(SHIN et al., 2000; GOYAL et al., 2003; TURPIN et al., 2008).

Apesar da maioria dos relatos de aMPV subtipo C em aves silvestres serem
nos EUA, o virus também foi detectado em patos Mallard, gansos e gaivotas na
Europa (VAN BOHEEMEN et al., 2012), além de anticorpos contra os subtipos A e B
em avestruzes do Zimbabue (CADMAN et al., 1994). No Brasil, a circulacdo dos
subtipos A e B em aves silvestres foi detectada em amostras de marreca-toicinho,
jacupemba, periquitdo-maracand, pato-corredor, ireré e de pombo (FELIPPE et al.,
2011).

2.6 SINAIS CLINICOS

O virus se replica e causa infeccdo aguda no trato respiratorio superior das
aves levando a destruicdo do epitélio e producdo de muco (JONES et al., 1988),
principalmente em perus. No entanto, infec¢cdes secundarias podem fazer com que
0 virus alcance o trato respiratorio inferior (COOK, J. K.; ELLIS; HUGGINS, 1991)
ou exacerbar os sinais clinicos da doenca (JONES, 1996). Além disso, o0 virus
também é capaz de se replicar no oviduto ciliado das aves reduzindo a producéo e
a qualidade de ovos (JONES, 1996).

A doenca apresenta 0s mesmos sinais clinicos da bordetelose causada pela
bactéria Bordetella avium e foi muitas vezes confundida com a mesma (JONES,

1996). As perdas econbmicas se devem a mortalidade, queda acentuada na
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producdo de ovos e aumento na taxa de condenacdo de carcacas (JIRJIS et al.,
2002).

A morbidade pode chegar & 100% (GOYAL et al., 2000) e a severidade dos
sinais clinicos sado diretamente relacionados a fatores de manejo como alta
densidade populacional, ma condicdes de ventilagdo, umidade, higiene e
biosseguranca (STUART, 1989; PATTISON, 1998). A mortalidade do lote pode
chegar a 80% em casos de manejo inadequado ou invasdo de patdgenos
secundérios (BUYS, S. B.; DU PREEZ, J. H.; ELS, H. J., 1989).

Em perus, Unica espécie sensivel a todos os subtipos, o aMPV causa a
rinotraqueite dos perus (MCDOUGALL; COOK, 1986), doenca caracterizada por
corrimento nasal, conjuntivite espumosa, espirros, edema submandibular e inchacgo
dos seios infraorbitais (MCDOUGALL; COOK, 1986). Agentes oportunistas também
podem desenvolver infeccbes secundarias, agravar os sinais clinicos (RAHIMI, 2011),
e aumentar as taxas de mortalidade e morbidade (COOK, J. K.; ELLIS; HUGGINS,
1991).

Nos frangos, o virus se manifesta como a sindrome da cabeca inchada e torna-
se mais grave quando associado a agentes secundarios, principalmente a bactéria
Escherichia coli (PERELMAN; MEROZ; SAMBERG, 1988). A sindrome acomete
matrizes, poedeiras e frangos de corte e é caracterizada por apatia, dificuldade
respiratéria, opistétono, inchaco dos seios infraorbital e periorbital, além de
comprometer a producao de ovos (O'BRIEN, 1985; PATTISON et al., 1989; JONES et
al., 1991; HAFEZ, 1993; GOUGH et al., 1994).

2.7 DIAGNOSTICO

Por ser um virus de dificil isolamento, testes soroldgicos foram por muitos anos
0 método de eleicdo para o diagnostico de infec¢cdes por aMPV em lotes comerciais
(OIE, 2009), principalmente o ELISA, por ser um teste rapido e econdmico
(ETERRADOSSI et al., 1992). Imunofluorescéncia e virus neutralizacdo usando
anticorpos monoclonais também foram amplamente utilizados (OIE, 2009).

Ha algum tempo o diagnéstico tem focado em testes moleculares,

principalmente a RT-PCR e RRT-PCR, por permitirem uma detecc¢éo rapida e sensivel
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(DANI; DURIGON; ARNS, 1999; BAYON-AUBOYER et al.,, 2000; COOK, J. K;;
CAVANAGH, 2002). A especificidade do teste € ditada pelos primers utilizados. Testes
com alvo na proteina de fixacdo (G), no pequeno hidrofébico (SH) ou direcionados
para o gene N ou M sédo capazes de detectar o virus a partir de RT-PCR (SEAL, 1998;
GUIONIE et al., 2007).

A deteccdo também pode ser feita através do isolamento e cultivo do virus em
culturas de tecido traqueal (TOC) de galinhas ou perus, em ovos embrionados de
galinha ou peru (COOK, J. K. A. et al., 1999) ou alternativamente, em culturas
celulares (GIRAUD et al., 1986; D'ARCE et al., 2005). Em TOC € observado ciliostase,
com excecgéao do subtipo C, depois de seis dias, necessitando de pelo menos quatro
passagens com intervalo de trés a quatro dias (COOK, J. K., 2000). Em ovos
embrionados pode ser observado hemorragias e até a morte do embrido apds trés
passagens. Nas células, o efeito citopatico é caracterizado por arredondamento
celular e formacao de sincicios (BUYS, S.B.; DU PREEZ, J.H.; ELS, H.J., 1989). O
cultivo celular pode ser feito em fibroblastos de embrido de galinha (CEF) (GRANT,;
BAXTER-JONES; WILDING, 1987) ou células de rim de macaco verde (VERO)
(BUYS, S.B.; DU PREEZ, J.H.; ELS, H.J., 1989).

Apesar de ser recente, cara, e pouco convencional, a metagenémica parece
ser promissora na deteccado de uma ampla gama de agentes infecciosos, melhorando
significativamente o diagnostico e controle de doencas (BELAK et al., 2013).
Permitindo detectar agentes isolados, co-infeccbes e até mesmo doencas
multifatoriais, contribuindo com estudos de patogenicidade e o desvendando o papel
desses agentes infecciosos novos ou ja conhecidos (BELAK et al., 2013). A técnica
também pode ser usada na descoberta de novos virus e na reconstrucao de genomas
completos (CAPOBIANCHI; GIOMBINI; ROZERA, 2013). No entanto, alguns autores
relataram que a amplificacdo aleatdria pode ser inconveniente, jA que resulta na
amplificacdo de todos os &cidos nucleicos, incluindo os &cidos nucleicos do
hospedeiro (PRACHAYANGPRECHA et al., 2014).
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2.8 CONTROLE

O controle da enfermidade esta diretamente ligado a boas praticas de gestao
e de biosseguridade rigorosa, e o principal método de controle se da por meio de
vacinacdo (COOK, J. K., 2000).

No mercado, estdo disponiveis vacinas vivas atenuadas que sao obtidas a
partir de constantes passagens do virus em ovos embrionados ou culturas celulares
e as vacinas inativadas, que fornecem uma imunidade de curto prazo. Vacinas vivas
atenuadas podem ser usadas em aves jovens, perus em crescimento, frangos de
corte e em matrizes de perus, enquanto que as vacinas inativadas podem ser
administradas em galinhas reprodutoras e de postura (antes da postura) ou em aves
ja vacinadas, com o objetivo de produzirem niveis elevados e uniformes de
anticorpos (OIE, 2009; CHA; YU; ZSAK, 2013).

Quando corretamente administrada, a vacinacdo promove boa protecdo e
reduz significativamente a prevaléncia de infeccdo. A via de administracao pode ser
na agua de beber, pulverizacdo ou administracdo oculonasal e intramuscular (OIE,
2009; CHA; YU; ZSAK, 2013).

Em 2009, um estudo avaliou a ocorréncia de infec¢cdo por aMPV em aves e
0 impacto do programa de vacinacao contra aMPV. De acordo com testes de RT-
PCR, todos os lotes de galinhas apresentaram resultado negativo, ao contrario dos
lotes de perus, que apresentam resultados positivos em pelo menos uma fase do
estudo, tanto em lotes vacinados quanto em lotes ndo vacinados (BANET-NOACH
et al., 2009). A comparacéao entre as sequéncias das amostras e as cepas vacinais
mostrou que os isolados do subtipo A eram de origem vacinal e também de campo.
Ja os isolados pertencentes ao subtipo B eram todos de origem de campo. A
identidade deduzida das cepas aMPV demonstrou que todos os lotes
independentemente de vacinados ou nao foram infectados com cepas de campo de
aMPV apos a vacinagdo, mostrando a ineficiéncia da vacina para proteger os lotes
(BANET-NOACH et al., 2009).

Estudos epidemiologicos moleculares sobre os subtipos encontrados no
Brasil sdo necessarios para estimar a prevaléncia dos mesmos e evitar a inclusao

de estirpes heterdlogas por vacinacao (D'ARCE et al., 2005) ou a possibilidade de
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escape vacinal para o meio ambiente e infeccdo de aves que ndo sao alvo na

vacinacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Contribuir para a sanidade de plantéis avicolas comerciais pela identificacdo de

metapneumovirus aviarios em aves silvestres com potencial repercussao sanitaria.

3.2 ESPECIFICOS

a) Investigar a presenca dos metapneumovirus aviarios pertencentes ao género
Metapneumovirus da familia Pneumoviridae em amostras de aves silvestres e

sinantropicas;

b) Analisar filogeneticamente as amostras identificadas buscando avaliar as
relagbes filogenéticas com estirpes circulantes na natureza e/ou em criagcdes

comerciais;

c) Depositar as informagdes geradas em bancos de dados e constituir um banco de
amostras de virus circulantes que possam contribuir para o entendimento da

epidemiologia destas infeccdes e para a sua profilaxia em criacdes comerciais.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

411 Suabes

Dos 448 suabes usados neste estudo, 192 ja haviam sido coletados em
projetos anteriores sendo 40 deles oriundos do Parque Ecoldgico Municipal de
Americana "Eng. Cid Almeida Franco", Americana, SP e 152 provenientes da Casa
das Aves, comércio de insumos e aves exoéticas, Pirassununga, SP. Outros 68
suabes foram coletados no ano de 2015 na Mata Ciliar de Jundiai, Jundiai, SP
(Tabela 1). Todos os suabes foram coletados em conformidade com as diretrizes de
protecdo animal e aprovacao legal do ICMBIo (SISBIO n°3475-1) e do Comité de
Etica e Uso de Animais USP (CEUA-FZEA-USP n° 2012.1.170.74.0, CEUA-FMVZ
5201050214 e CEUA-FMVZ-USP n° 2309251114).

Além desses, 188 suabes foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Edison L.
Durigon do Laboratério de Virologia Clinica e Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB-Il), da Universidade de S&o Paulo e foram coletados no Clube de
Campo Séo Paulo, Sdo Paulo, SP (Tabela 1).

No total, foram testadas amostras de 27 espécies diferentes pertencentes a
sete ordens: 169 Anseriformes, 28 Psittaciformes, 18 Strigiformes, oito
Columbiformes, oito Piciformes, dois Falconiformes e um Cariamiforme (Tabela 1).

Dos 448 suabes, 128 (28,58%) deles foram processados de maneira
individual e 132 (29,46%) na forma de pools de até cinco animais que estavam no
mesmo recinto e respeitando o mesmo tipo de suabe (orofaringeano ou cloacal)
(SPACKMAN et al., 2013) resultando em 34 amostras (dezessete orofaringeanos e
dezessete cloacais). Os 188 suabes restantes (41,96%) foram agrupados na forma
de pools de até dois animais, contendo o suabe orofaringeano e cloacal de cada
animal (DE ARAUJO et al., 2014), formando entdo 48 amostras. Desse modo, 128

suabes foram processados e testados de maneira individual e 320 suabes foram
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agrupados em 82 pools, no qual cada pool foi considerado como uma amostra,
formando entdo um conjunto amostral de 210 amostras.

Foram utilizadas 124 amostras de suabe oriundas de 184 aves
correspondentes a dezessete espécies diferentes para o teste de RT-PCR
convencional (RT-PCR) baseado no gene N e 184 amostras pertencentes a 184
aves de 24 espeécies diferentes pelo teste de RT-PCR em tempo real (RRT-PCR)

baseado no gene G (Tabela 1).



Tabela 1. Relagdo de amostras testadas gquanto a espécie, nimero de aves, quantidade e tipo de suabe e origem
Nede  Totalde Suabe Suabe N2 Aves Testadas N2 Aves Testadas

por RRT-PCR por RT-PCR gene Local de Coleta
Aves Suabe OP  Cloacal ene G N

Espécie

Aix galericulata 61 122 61 61 61 59 Casa das Aves, Parque Ecolégico Municipal de Americana

Cereopsis novaehollandiae 2 4 2 2 2 1 Parque Ecolégico Municipal de Americana

Cygnus atratus 1 1 1 0 1 1 Parque Ecoldgico Municipal de Americana

Dendrocygna viduata 73 146 73 73 38 73 Clube de Campo Sé&o Paulo

Dendrocygna bicolor 1 2 1 1 0 1 Clube de Campo Sé&o Paulo

Cariama cristata 1 2 1 1 1 0 Associagdo Mata Ciliar

Falco sparverius 2 4 2 2 2 1 Associagdo Mata Ciliar

Ramphastos toco 3 6 3 3 3 0 Associagéo Mata Ciliar

Colaptes melanochloros 1 1 1 0 1 0 Parque Ecolégico Municipal de Americana

Amazona farinosa 1 1 1 0 1 0 Parque Ecolégico Municipal de Americana

Alipiopsitta xanthops 1 1 1 0 1 0 Parque Ecoldgico Municipal de Americana

Megascops choliba 13 26 13 13 13 1 Associagdo Mata Ciliar

Tyto alba 1 2 1 1 1 0 Associacdo Mata Ciliar

Total 234 448 234 214 184 184
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4.1.2 Amostras de Egretta thula apés um surto

Em abril de 2016, também foram coletadas amostras de garca branca
(Egretta thula) no Parque Ecologico Municipal de Americana. Foi relatado
mortalidade tanto das garcas, quanto de papagaios (Amazona aestiva), que
tinham seu recinto abaixo de uma arvore em que a populacdo de garcas se
instalou durante o periodo de reproducéo.

Trés aves da espécie Egretta thula que haviam caido de seu ninhal foram
enviadas ao Laboratério de Medicina Veterinaria Preventiva Aplicada - USP,
Pirassununga, SP, das quais foram coletados suabes orofaringeano e cloacal de
cada ave, além de amostras de tecido traqueal e pulmonar.

Os suabes foram processados e testados na forma de pools, respeitando
o tipo de suabe, formando uma amostra contendo os suabes orofaringeanos e
cloacais de cada ave. As amostras de tecido também foram agrupadas em pools,
respeitando o tipo de tecido, formando assim uma amostra contendo amostras
de tragueia e outra amostra contendo amostras de pulméao de cada ave.

Tais amostras também foram utilizadas para os testes de RT-PCR

baseado no gene N e RRT-PCR baseado no gene G.

4.2 AMOSTRAS PADRAO

Foram utilizadas como controle positivo para a padronizacao das técnicas
de RT-PCR e RRT-PCR as vacinas comerciais Poulvac® TRT (Zoetis Industria
de Produtos Veterinarios Ltda) e Nemovac® (Merial Saude Animal Ltda) para
aMPV A e aMPV B, respectivamente.

Como controle de especificidade, a vacina comercial New-Vacin La Sota
contendo o virus da doenca de Newcastle (NDV) (Laboratério Biovet S/A) e a vacina
Bio-Bronk-Vet (Laboratério Biovet S/A) do virus da bronquite infecciosa (IBV), foram

utilizadas.
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4.3 PURIFICACAO DO RNA VIRAL

A purificacdo do RNA viral foi realizada a partir de suabes individuais e/ou
amostras de tecido agrupadas em pools conforme descrito anteriormente. Os
RNAs virais dos suabes coletados foram extraidos com o kit QIAamp® RNA Mini

(Qiagen) conforme as instrucdes do fabricante.

4.4 REACAO DE RT-PCR CONVENCIONAL BASEADA NO GENE N

A deteccdo dos aMPV foi realizada por uma RT-PCR baseada no gene N
utilizando o kit QIAGEN® OneStep RT-PCR (Qiagen) e oligonucleotideos
descritos anteriormente por BAYON-AUBOYER et al. (1999) (Tabela 2), com
concentragoes finais de 400uM de cada dNTP, 0,6uM de cada oligo, 1x de buffer
5x QIAGEN OneStep RT-PCR com 2,5mM de MgCl2, 1puL de QIAGEN OneStep
RT-PCR Enzyme Mix, 2,5uL de RNA extraido da amostra e agua ultra pura para
volume de 25pL.

Os ciclos foram realizados no termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)
seguindo as indicac6es do fabricante do kit e a temperatura de anelamento
descrita pelos autores de referéncia dos oligonucleotideos: 30 minutos a 50°C
para transcricdo reversa, 15 minutos a 95°C para ativacdo da enzima taq
polimerase e desativacdo da enzima transcriptase reversa. Apos, foram
efetuados 40 ciclos de PCR: 30 segundos a 94°C para denaturacdo, 1 minuto a
51°C para anelamento e 72°C por 1 minuto para extenséo. Ao final dos ciclos de
PCR, foi realizada uma extensao final a 72°C por 5 minutos.
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4.5 VALIDACAO DO TESTE DE RT-PCR EM TEMPO REAL (RRT-PCR)

Apoés a extracdo do RNA viral das vacinas com o kit QIAmp RNA Mini Kit
(Qiagen), diluicbes seriadas na base 10 até a décima diluicdo do RNA viral de
aMPV A e aMPV B foram realizadas utilizando respectivamente, as vacinas
Poulvac TRT (Zoetis Industria de Produtos Veterinarios Ltda) e Nemovac (Merial
Saude Animal Ltda) para determinar a eficiéncia, linha de corte (threshold) e limite
de deteccdo dos testes. A eficiéncia para os testes moleculares apresentou
valores entre 90 a 110% e os valores da linha de corte e limite de detec¢ao foram
estabelecidos.

As concentragdes foram quantificadas no espectrofotdmetro DeNovix DS-
11 (DeNovix Inc.).

O valor do ponto de corte (PC) dos testes foi calculado de acordo com a
equacao:

PC = ultima concentragao detectavel + 3x desvio padrao

4.6 REACAO DE RRT-PCR BASEADA NO GENE G

A reacdo de RRT-PCR baseada no gene G especifica para os subtipos A ou
B foi realizada com o kit TagMan® Fast Virus 1 Step Master Mix (Life Technologies)
com concentracdes finais de 1x do 4X Master Mix TagMan® Fast Virus 1-Step,
0,5uM de cada primer, 0,25uM de sonda, 2uL de RNA extraido da amostra e 4gua
ultra pura para volume final de 20uL.

A reacdo foi realizada seguindo os ciclos: 5 minutos a 50°C para a
transcricdo reversa, seguido de 20 segundos a 95°C para a inativacao da enzima
RT e ativacdo da enzima Taq polimerase. Apés esta etapa, foram efetuados 50
ciclos de 15 segundos a 95°C para a denaturagcdo e 1 minuto a 60°C para
anelamento e deteccdo da fluorescéncia. As reacdes foram realizadas no

termociclador Light Cycler 480 Real-Time PCR System (Roche).
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As reacoes de RRT-PCR para a deteccdo do gene G dos aMPV subtipo A

ou B, foram baseadas em sondas marcadas com fluorescéncia FAM; as sequéncias

dos oligonucleotideos e sondas foram baseadas em estudos anteriores (GUIONIE

et al., 2007) e estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Descrigdo dos oligonucleotideos e sondas utilizados com seus respectivos genes alvo

Tamanho
Gene Nome Sequéncia Primer/Sonda Esperado Referéncia
Alvo do
Amplicon
Primer A Fw 5-GGACATCGGGAGGAGGTACA-3 -
WA G Sonda A 5'-FAM-CACTCCTCTAACACTGACTGTTCAACT-BHQ-3' 116bp G“'°£‘c')eo7et il
Primer A Rev 5-CACTCCTCTAACACTGACTGTTCAACT-3’
Primer B Fw 5-AATAGTCCTCAAGCAAGTCCTCAGA-3’
aMPV . , Guionie et al.,
G Sonda B 5-FAM-CTGGTGTTATCAGCCTTAGGCTTGACGCT-BHQ-3 135bp 2007
Primer B Rev 5-CTGTCGTAATTTGACCTGTTCTACACT-3’
Primer Nd Fw 5-AGCAGGATGGAGAGCCTCTTTG-3 "
aMPV N . 115bp Bayon-Auboyer
Primer Nx Rev 5-CATGGCCCAACATTATGTT-3’ etal., 1999

4.7 ISOLAMENTO VIRAL

As amostras positivas que ainda possuiam material foram inoculadas pela
via alantoide em ovos de galinhas livres de patogenos especificos (SPF) com nove
dias de incubacdo para enriquecimento e isolamento viral. Para isso, foram
inoculados 100uL da amostra pela via alantoide e os ovos foram monitorados
diariamente durante sete dias. Ao final dos sete dias ou com a identificacdo de
mortalidade, o liquido foi coletado e estocado a -80°C.

Das quatorze amostras positivas, nove foram inoculadas sendo elas:
guatro de pato mandarim (Aix galericulata) (duas amostras orofaringeanas e duas
cloacais), uma de Ireré (Dendrocygna viduata) (amostras tragueais e cloacais),
uma de pato carolino (Aix sponsa) (amostra orofaringeana), uma de falcédo
americano (Falco sparverius) (amostra cloacal), uma de pombo (Columba livea)
(amostras traqueais e cloacais) e uma de garca branca (Egretta thula) (amostra

de tecido traqueal) (Tabela 3).
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Tabela 3. Amostras positivas inoculadas em ovos embrionados de galinha

Céd. da Amostra Espécie Passagem
AO02T Aix sponsa 5p
CA07C Aix galericulata 2p
CAO08T Aix galericulata 1p
CA12T Aix galericulata 1p
P64C Aix galericulata 2p
AMC28C Falco sparverius 2p
P.ICB 26 Dendrocygna viduata 1p
P.ICB 47 Columba livia 1p
Pool traqueia Egretta thula 3p

4.8 SEQUENCIAMENTO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Para confirmacédo dos resultados positivos, sequenciamento Sanger foi
realizado. Para tanto, foram utilizados dois kits comerciais: o SuperScript® Ill One-
Step RT-PCR (Invitrogen) para a reacdo de RT-PCR e o Invitrogen™ Platinum™
Tag DNA Polymerase (Invitrogen) para realizagdo de uma segunda PCR, com o
objetivo de aumentar a concentracdo do amplicon.

A primeira reacédo, utilizando o kit SuperScript® Ill One-Step RT-PCR
(Invitrogen), com concentragdes finais de 1x de 2X Reaction Mix contendo 200uM
de cada dNTP, 0,4uM de RNAse OUT, 0,5uM de cada oligonucleotideo, 2mM de
MgSOa, 1uL da enzima SuperScript™Ill RT, 5uL de RNA extraido da amostra e
agua ultra pura para volume final de 25pL.

A segunda reacao, utilizando o kit /nvitrogen™ Platinum™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) respeitando as seguintes concentragdes finais de cada
reagente: 1x do Buffer 10X PCR, -Mg, 2mM de MgClz, 0,6uM de cada primer,
0,5mM de dNTP, 2,5U de Platinum™ Taq DNA Polymerase, 4uL de RNA extraido
da amostra e agua ultra pura para volume final de 50uL.

Ambas as reacdes foram realizadas utilizando 0s mesmos
oligonucleotideos usados no teste baseado no gene N para detec¢do dos aMPV.

Quanto aos ciclos, as reacdes foram realizadas obedecendo as indicacdes
do fabricante dos kits no termociclador C1000 Touch (Bio-Rad). Os produtos da

PCR foram visualizados pela luz ultravioleta (UV) apds a eletroforese em gel
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agarose a 2.0% contendo o corante SYBR safe (Life Technologies) em tampéao
tris-borato (pH 8.0) com marcador de peso molecular de 100bp (Amresco).

As reacbOes de sequenciamento foram realizadas em duplicata, os
fragmentos de PCR foram purificados utilizando o kit illustra™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare) e entdo enviadas ao Centro de
Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&do Paulo (CEGH-CEL), Setor
de Sequenciamento de DNA conforme recomendacdes do centro. O
sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems) no equipamento ABI 3730 DNA Analyser
(Applied Biosystems).

4.9 ANALISES DE DADOS E FILOGENETICA

As sequéncias obtidas foram primeiramente avaliadas quanto a sua
qualidade através do programa Sequence Scanner™ Software 2 (Applied
Biosystems) e depois alinhadas pelo programa Clustal W (THOMPSON;
HIGGINS; GIBSON, 1994) no programa Bioedit Sequence Alignment versao
7.2.5. (HALL, 1999), juntamente com sequéncias do gene N de aMPV
depositadas no GenBank para comparacao da similaridade. Apds, as sequéncias
foram editadas pelo programa MEGA versédo 7.0 (KUMAR; STECHER; TAMURA,
2016)

Andlises e arvores filogenéticas foram realizadas também pelo programa
MEGA versdo 7.0, e deduzidas utilizando o método Maximum Likelihood com

bootstrap de 1000 réplicas.
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5 RESULTADOS

5.1 REACAO DE RT-PCR CONVENCIONAL BASEADA NO GENE N

Foram testadas 124 amostras de suabe oriundas de 187 aves de dezoito
espécies diferentes pertencentes a ordem dos Anseriformes (83,87%),
Psittaciformes (8,06%), Columbiformes (3,22%), Pelecaniformes (1,61%),
Falconiformes (1,61%), Strigiformes (0,806%) e Piciformes (0,806%), pelo teste
de RT-PCR baseado no gene N.

O teste foi capaz de detectar quatorze amostras positivas (11,1%) (Tabela

4 e Figura 7), sendo: oito amostras de Anseriformes (Aix sponsa, Aix galericulata,
Dendrocygna viduata), trés de Columbiformes (Columba livia), um de
Falconiforme (Falco sparverius), um de Psittaciforme (Aratinga leucophtalma) e
um de Pelecaniforme (Egretta thula). Das amostras de suabe, cinco eram
provenientes de suabes orofaringeanos, e quatro de suabes cloacais, as outras
guatro amostras foram detectadas nas amostras processadas em pools de até
dois animais, que continham os suabes orofaringeanos e cloacais de cada ave.

Das quatro amostras testadas de Egretta thula coletadas no Parque

Ecologico Municipal de Americana "Eng. Cid Almeida Franco", Americana, SP,

apenas o pool de traqueia foi positivo pelo teste de RT-PCR baseada no gene N.



Tabela 4. Amostras positivas por RT-PCR baseada no gene N para aMPV
Ne de
Amostras

Cdéd. da Amostra N° de Suabes Espécie

A8-T 1 1 Aratinga leucophtalma

P64C 1 1 Aix galericulata

P19T (CAO08T) Aix galericulata
P22T (CAO08T) Aix galericulata
P23T (CAO08T) 1 1 Aix galericulata
P24T (CA08T) Aix galericulata
P27T (CAO08T) Aix galericulata

P157C (CA14C) 1 Aix galericulata
P164C (CA14C) 1 Aix galericulata
P169C (CA14C) 1 1 Aix galericulata
P167C (CA14C) 1 Aix galericulata
P173C (CA14C) 1 Aix galericulata
ICB-DPV 55 (P. ICB 26) 2 1 Columba livia

ICB-DPV 56 (P. ICB 26 2 Columba livia

ICB-DPV 91 (P. ICB 47) 2 Columba livia
ICB-DPV 92 (P. ICB 47 2 Columba livia

A46 Traqueia (pool traqueia) 1 Egretta thula
A47 Traqueia (pool traqueia) 1 1 Egretta thula
A48 Traqueia (pool traqueia) 1 Egretta thula

TOTAL 42 14

49
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Figura 7. Deteccdo de amostras positivas para obtencao de fragmentos com tamanho de 115pb pelo teste
RT-PCR baseado no gene N e visualizadas em gel de agarose a 2%

A. B.

15 20 35 #3050

Legenda: A. As amostras foram identificadas da seguinte forma: M: marcador de 100bp; C+: controle positivo
com tamanho esperado de 115 bp; C-: controle negativo; 1 a 8: amostras testadas pelo teste de RT-PCR;
amostras 1 (CA08T), 2 (A02T), 3 (P64C), 4 (AMC28C), 5 (P. ICB26), 6 (CA07C), 7 (CA12T) e 8 (P. ICB47), as
amostras de 3 a 8 foram positivas. B. As amostras foram identificadas da seguinte forma: M: marcador de
100bp; C+: controle positivo com tamanho esperado de 115 bp; C-: controle negativo; 1 a 3: amostras testadas
pelo teste de RT-PCR; 1 (AP03C), 2 (AP03T), 3 (pool traqueia), a amostra 3 foi positiva.

5.2 VALIDACAO DO TESTE DE RRT-PCR

As amostras padroes de aMPV A e aMPV B apresentaram as
concentracdes iniciais de 1,04 x107 fg/uL e 1,74 x107 fg/uL, respectivamente.

A curva padréo para a deteccdo do aMPV A foi obtida utilizando o RNA
viral extraido da vacina Poulvac® TRT (Zoetis Industria de Produtos Veterinarios
Ltda) e gerada utilizando quatro pontos representados pelas diluicées 101,103,
105 e 10 e os primers e reacdo descritos abaixo. Dessa forma, a eficiéncia da
reacao foi de 2,008 e slope de -3,303. O ponto de corte (threshold) para o teste
de aMPV A foi de 38,37 e o limite de deteccédo deste teste foi de 0,10448 fg/pL
(diluicédo de 109).

A curva padrao do RRT-PCR para a deteccdo do aMPV B, também foi
construida utilizando quatro pontos, sendo eles 103, 104, 10°e 107, atingindo a
eficiéncia de 2,020 e slope de -3,276. O ponto de corte do teste para aMPV B
ficou em 37,97 e o limite de deteccdo 17,449 fg/uL (diluicdo de 107).

Conforme esperado, a especificidade dos testes usados foi observada na
deteccdo de aMPV A e aMPV B quanto ao subtipo e ndo detectaram os virus
NDV e IBV.
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5.3 REACAO DE RRT-PCR BASEADA NO GENE G

Pelo teste de RRT-PCR baseado no gene G nao foi detectada nenhuma das
184 amostras testadas provenientes de 184 aves pertencentes a 24 espécies
diferentes que fazem parte da ordem dos Anseriformes, Psitaciformes, Strigiformes,

Piciformes, Columbiformes, Falconiformes e Cariamiformes.

5.4 SEQUENCIAMENTO, ANALISE DE DADOS E ANALISE FILOGENETICA

Foram feitas vérias tentativas para confirmacdo e caracterizacdo das
amostras detectadas pelo teste de RT-PCR baseado no gene N, e foi obtido relativo
sucesso em duas amostras, a amostra de suabe cloacal de Aix galericulata e a
amostra de tecido de traqueia de Egretta thula. Com fragmentos de 44 e 54

nucleotideos, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Cromatograma dos fragmentos obtidos e avaliados pelo programa SeqScanner Software
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Legenda: A. Cromatograma do fragmento de 44 nucleotideos obtido a partir da amostra de Aix
galericulata utilizado para analises filogenéticas. B. Cromatograma do fragmento de 54
nucleotideos obtido a partir da amostra de Egretta thula utilizado para andlises filogenéticas

11 ||||| I||||
cac CCAACAACA

As analises filogenéticas foram realizadas com base em 23 sequéncias do
genoma parcial do aMPV contendo o gene N e nove sequéncias do genoma
completo disponiveis do Genbank.

Apesar do pequeno fragmento do gene N utilizado para as analises — 44
nucleotideos para a amostra de Aix galericulata e 54 nucleotideos para a amostra
de Egretta thula — de acordo com o BLAST, ambas as amostras apresentaram
maior identidade com cepas pertencentes ao aMPV subtipo A (nUmeros de acesso
JF424833.1, GU383068.1, DQ666911.1, principalmente) (Figura 9).
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Figura 9. BLAST dos fragmentos das amostras sequenciadas apresentando sequéncias semelhantes

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

A.

Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments O

Description sh:z:e :?01 ?::2: vaTue Ident Accession
) Awian metapneumovirus isolate [T/Ty/A259-01/03. complete genome 716 716 100% 5e-10 96% JF4248331
() Avian metapneumovirus vaccine strain A nucleocapsid (N} gene. partial cds 716 716 100% 5e-10 96% GU383068.1
) Avian metapneumovirus isolate #3544, complete sequence 716 716 100% 5e-10 96% DOBGEEI11.1
() Avian pneumovirus strain LAH A complete genome 716 716 100% 5e-10 96% AY6403171
[J Awian pneumovirus nucleocapsid protein (N) mRNA. complete cds 716 716 100% 5e-10 96% U302051
() Avian metapneumovirus isolate NO208 nucleocapsid protein (N) gene, complete cds 66.2 66.2 100% 2e08 93% HMG38199.1
) Awian metapneumovirus strain SHSBRG62/03 nonfunctional nucleoprotein mRNA, partial sequence 51.8 518 71% 5e04 94% DQ175638.1
() Human metapneumovirus strain hMPV/Karaikal/KOM 57/2012 nucleoprotein gene. partial cds 464 464 9% 0020 86% Kx426266.1
) Human metapneumovirus isolate KUMC-MP. complete genome 464 464 80% 0020 89% KF516922.1
() Human metapneumovirus strain HMPV/Homo sapiens/PER/FLE0425/2009/A, complete genome 464 464 80% 0020 B89% KJG274351

B. Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences &

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores

W <40 W 40-50 W s0-80 W s0-200 W >=200
1 10 20 30 40 50

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1t Alignments [
Description ::2:9 ::::le ?::g valfue Ident| Accession
[ Avian metapneumovirus isolate IT/Ty/A/259-01/03, complets genome 857 857 96% 3e-15 98% JF4248331
) Avian metapneumovirus vaccine strain A nucleocapsid (N) gene, partial cds 89.7 897 96% 3e-15 989% GU3B306E.1
) Avian metapneumovirus isolate #3544 complete sequence 89.7 897 96% 3e-15 93% DQE6EIT1A
) Avian pneumovirus strain LAH A, complete genome 89.7 897 96% 3e-15 98% AY640317.1
) Avian pneumovirus nucleocapsid protein (N) mENA, complete cds 897 897 96% 3e-15 98% UL302951
) Avian metapneumovirus isolate NO208 nucleocapsid protein (N} gene. complete cds 86.0 860 96% 3e-14 96% HMG38190.1
) Human metapneumovirus strain hMPV/Karaikal/KOM 57/2012 nucleoprotein gene. partial cds 57.2 57.2 85% 2e05 B7% KX4262661
[J Human metapneumovirus isolate KUMC-MP. complete genome 572 572 85% 2e05 B7% KF516922.1
) Human metapneumovirus strain HWPV/Homo sapiens/PERFLED425/2009/4, complete gename 57.2 57.2 85% 2e05 B7% KJG27435.1
[J Human metapneumovirus strain HWMPY/Homo sapiens/PER/FLAGS4 1/2008/4, complete genome 572 572 85% 2e05 B7% KJG27431.1
) Human metapneumovirus strain HWPV/Homo sapiens/PERFLA4808/2008/4, complete genome 57.2 57.2 85% 2e05 B7% KJG27383.1
[J Human metapneumovirus isolate ANK/2013/370N nucleoprotein (N) gene, partial cds 572 572 85% 2e05 B7% KJ152596.1
) Human metapneumaovirus isolate ANK/2013/336N nucleoprotein (N) gene. partial cds 57.2 57.2 85% 2e05 B7% KJ152594.1

A. Amostra de Aix galeticulata. B. Amostra de Egretta thula
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A analise dos nucleotideos a partir do alinhamento das sequéncias, mostrou
que os fragmentos obtidos se anelaram a uma regido extremamente conservada
do gene. O fragmento de Aix galericulata diferiu em apenas um nucleotideo em
relacdo as sequéncias do subtipo A (Figura 10), enquanto o fragmento de Egretta
thula possuia dois nucleotideos diferentes quanto as mesmas sequéncias do
subtipo A (Figura 11).

Figura 10. Alinhamento de nucleotideos do fragmento da amostra Aix galericulata e das sequéncias de

aMPV
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INC_007652.1_Avian_metapnenmovirus AGGTGGGGGGCAATTGCICAGATCATCCAACAATATAATGT TIGGG
\AF368173.1_Avian_pneumovirus_nucleocapsid_protein_gene partial_cds IAGATGGGGGGTAATTGC/ICAGATCATCCAACAATATAATGTTGGG
EF100771.1_Avian_metapneumovirus_strain_PL-1_complete_genome AGATGGGGGGTAATTGCICAGATCATCCAACAATATAATGT T|GGG
EF199772.1_Avian_metapneumovirus_strain_ PL-2_complete_genome IAGATGGGGGGTAATTGCICAGATCATCCAACAATATAATGTT|GGG
\AM293284.1_Avian_metapneumovirus_type_C_N_gene_for_Nucleoprotein_genomicRNA IAGGTGGGGAGTGATCGCCAGATCTTCCAACAATIATAATGTTAGG
AY579780.1_Avian_pneumovirus_from_USA_complete_genome AGATGGGGGGTAATTGCICAGATCAT CCAACAATATAATGTT GGG
|AY028556.1_Avian_p: irus_MN/1A_nucl id_protein_(N)_gene_partial_cds IAGATGGGGGGTAATTGC/ICAGATCATCCAACAATATAATGTT GGG
AY028558.1_Avian_pneumovirus_ MN/2A_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_eds AGATGGGGGGTAATTGCICAGATCAT CCAACAATATAATGTTGGG
AY028560.1_Avian_pneumovirus_MN/44 nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial _cds AGGTGGGGGGTAATTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTT GGG,
\AY028563.1_Avian_p: irus_MN/6_nucl id_protein_(N)_gene_partial_eds IAGGTGGGGGGTAATTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGG
AY028564.1_Avian_p irus_MN/7_ psid_protein_(N)_gene_partial_cds 4GGIGGGGEGTAATTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGG
|AY028565.1_Avian_pneumovirus_MN/8_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds IAGGTGGGGGGTAATTGCICAGATCAT CCAACAATATAATGTT GGG
AY028566.1_Avian_pneumovirus_ MN/9_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds AGGTIGGGGGGTAATTGCICAGATCAT CCAACAATATAATGTT GGG
AY028567.1_Avian_p irus_MN/10_nucl psid_protein_(N)_gene_partial_eds IAGGTGGGGGGTAATTGC/ICAGATCATCCAACAATATAATGTT GGG
AY028568.1_Avian_pneumovirus_MN/11_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds AGGTGGGGGGTAATTGCICAGATCATCCAACAATATAATGTTIGGG
AMg80996.1_Avian_metapneumovirus_type_D_N_gene_for_nucleoprotein_genomic_RNA CGATGGGEGGTIAGT AGCAAGGI CCTCGAATAACATAATGTTGGG
HG934330.1_Avian_metapneumovirus_type_D_complete_genome_strain_Turkey/1985/Fr85.1 CGATGGGCGGGTAGTAGCAAGGTCCTCGAATAACATAATGTTGGG
U39296.2_Avian_pneumovirus_nucleocapsid_protein_(N)_mRNA_complete_cds AGIACGGGGTGTTGTGGCAAGATCAT CCAATAACATCATGTTGGG
AB548428.1_Avian_ irus_viral cRNA plete_genome_ strain:_ VCO3/600616 IAGATGGGGTGTTGTGGCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
|AM29¢3283.1_Avian_metapneumovirus_type_B_N_gene_for_Nucleoprotein_genomic_RNA AGATGGGGTGTTGTGGCAAGATCAT CCAATAACAT CATGTTGGG,

|AF325442.1_Avian_pneumovirus_isolate_Hungary/657/4_nucleocapsid_protein_(N)_mRNA_complete_eds [AGATGGGGTGT[TGTGECAAGAT CATCCAATAACATCATGTTGGG
[TN651922.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/02/2007_nucleoprotein_(N)_gene_aAGATGGGGTGTTGTGFCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
\JN651023.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/07/2008_nucleoprotein_(N)_gene ¢ AGATGGGGTGTTGTGGCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
[TN651925.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Ukraine/chicken/05/2009_nucleoprotein_(N)_gene_ AGATGGGGTGTTGTGSCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
\JN651024.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/10/2008_nucleoprotein_(N)_gene «(|AGATGGGGTGTTGTGEFCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
.JN651927.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/12/2010_nucleoprotein_(N)_gene co AGATGGGGTGTTGTGSCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
[TN651926.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken,/14/2009_nucleoprotein_(N)_gene_ec AGATGGGGTGTTGTGFCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG
\JN651028.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/22/2010_nucleoprotein_(N)_gene_c( AGATGGGGTGTTGTGGCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGG

|AY640317.1_Avian_pneumovirus_strain_ LAH_A complete_genome CGCTGGGGTGTCATTGCACGATCCTCCAACAATATAATGTTGGG
DQ666911.1_Avian_metapneumovirus_isolate_*8544 complete_sequence CGCTGGGGTGTCATTGCACGATCCTCCAACAATNTAATGTTGGG
U39295.1_Avian_pneumovirus_nucleocapsid_protein_ (N)_mRNA_complete_cds CGCTGGGGTGTCATTGCACGATCCTCCAACAATNTAATGTTGGG
|JF424833.1_Avian_metapneumovirus_isolate_IT/Ty/A/259-01/03_complete_genome CGCTGGGGTGTCATTGCACGATCCTCCAACAATKNTAATGTTGGG
\Aix_galericulata_suabe_cloacal CGCTGGGGTGTCATTGCACGATCCTCCAACAACATAATGTTGGG
KJ466106.1_Canine_distemper_virus_isolate_ CDV_SY_complete_genome CCGCAAGCATGCAGGAAGAAGAGGTCTCTCAGGATCTCGATGAA

Os retangulos amarelos indicam os nucleotideos conversados entre o fragmento obtidos e as sequéncias
dos subtipos de aMPV; o retangulo azul indica o nucleotideo que diferiu entre o fragmento e as sequéncias
do subtipo A
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Figura 11. Alinhamento de nucleotideos do fragmento da amostra Egretta thula e das sequéncias de aMPV
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[NC_007652.1_Avian_metapneumovirus crhaGhreeeehbahTTocrAGaTcarccaacaarhraaTeTToGGEFATETC
AF368173.1_Avian_pneumovirns_nucleocapsid_protein_gene partial cds CTAAGATGGGGBETAATTGCLAGATCATCCAACAATATAATGTTGG
EF199771.1_Avian_metapneumovirus_strain_PL-1_complete_genome CTAAGATGGGGEET A A TTGCCAGATCAT CCAACAATATAATGTTGGGT CATGTC
EFi99772.1_Avian_metapneumovirus_strain_PL-2_complete_genome CTAAGATGGGGEETAMTTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGG
\AM293284.1_Avian_metapneumovirus_type_C_N_gene_for_Nucleoprotein_genomic_ RNA CTAAGGTIGGGGAGTGATCGCCAGATCTTCCAACAATATAATGTTAG
AY579780.1_Avian_pneumovirns_from_USA_complete_genome CTAAGATGGGGEETAMTTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGEG
|AY028556.1_Avian_p irus_MN/1A_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGATGGGGBETAATTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGE
|AY028558.1_Avian_pneumovirus MN/3A_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGATGGGGGETARTTGCCAGATCAT CCAACAATATAATGTTGEGI CATGTC
AY028560.1_Avian p irus_MN/4A_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGG TGGGGBETAMTTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
|AY028563.1_Avian_p irus_MN/6_nucl id_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGG TGGGGGEET A A TTGCCAGATCAT CCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
|AY028564.1_Avian_p irus_MN/7_nueleocapsid_protein_(N)_gene_partial cds CTAAGGTGGGGEET AT TGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
|AY028565.1_Avian_p irus_MN/8_nud id_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGG TGGGGGEET A A TTGCCAGATCAT CCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
|AY028566.1_Avian_p irus_MN/g_nuel id_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGGTGGGGEET AT TGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
AY028567.1_Avian_p irns_MN/10_nucleocapsid_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGG TGGGGBETAATTGCCAGATCATCCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC
AY028568.1_Avian_p irus_MN/11_nucl id_protein_(N)_gene_partial_cds CTAAGG TGGGG GG T AT TGCCAGATCAT CCAACAATATAATGTTGGGCCATGTC

|AM980096.1_Avian_metapneumovirus_type_D_N_gene_for nucleoprotein_genomic. RNA CTGCGATGGGGGGETAGTAGCAAGGTCCTCGAATAACATAATGTTGGGCCATGTG

HG934339.1_Avian_: irus_type_D_i lete_genome_strain_Turkey/1985/Fr85.1 CTGCGATGGGGGSTAGTAGCAAGGTCCTCGAATAACATAATGTTGGGCCATGTG
U99206.2_Avian_pneumovirus_nucleocapsid_protein_(N)_mRNA_complate_cds CTAAGACGGGGTGTIGTG53CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
|AB548428.1_Avian_ irus_viral_cRINA_ lete_genome_strain:_VCO3/60616 CTAAGATGGGGTGTIGTGGCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
\AM29 .1_Avian_ irus_type_B_N_gene_for_Nucleoprotein_genomiec_ RNA CTAAGATGGGGTGTIGTIGSCAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG

AF325442.1_Avian_pneumovirus_isolate_Hungary/657/4_nucleocapsid_protein_(N)_mRNA_e/ CT AAGATGGGGTGT IGT35CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
\JN651922.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/02/2007_nucleoprotein CTAAGATGGGGTGTIGT 55CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTIG
[JN651923.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/07/2008_nucleoprotein CTAAGATGGGGTGTIGT 35CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
|IN651925.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Ukraine/chicken/05/2009_nucleoproteil|C TG AG A TGGGGTGTIGT S5 CAAGAT CAT CCAATAACAT|CATGTTGGGCCATG TG
\JN651924.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/10/2008_nucleoprotein. CTAAGATGGGGTGTIGT 55CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
[JN651927.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/12/2010_nucleoprotein_ CTGAGATGGGGTGTIGT 55CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
[JN651926.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken/14/2009_nucleoprotein_ CT3AGATGGGGTGTIGT 55CAAGATCATCCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG
[JN651928.1_Avian_metapneumovirus_isolate_aMPV/B/Russia/chicken,/22/2010_nucleoprotein_ CTGAGATGGGGTGTIGT 55CAAGATCAT CCAATAACATCATGTTGGGCCATGTG

AY640317.1_Avian_pneumovirus_strain_LAH_A_complete_genome CTGCGCTGGGGTGT CATTGCACGATCCTCCAACAYTATAATGTTGGGCCATCTA
DQ666911.1_Avian_metapneumovirus_isclate_*8544_complete_sequence CTGCGCTGGGGTGT CATTGCACGATCCTCCAACAATATAATGTTGGGCCATCT|A
U39295.1_Avian_pneumovirus_nucleocapsid_protein_(N)_mRNA_complete_cds CTGCGCTGGGGTGT CATTGCACGATCCTCCAACAATATAATGTTGGGCCATCT|A
JF424833.1_Avian_metapneumovirus_isolate_IT/Ty/A/259-01/03_complete_genome CTGCGCTGGGGTGT CATTGCACGATCCTCCAACAATATAATGTTGGGCCATCT|A
Egretta_thula_pool_traqueia CTGCGCTGGGGTGT CATTGCACGATCCTCCAACAACATAATGTTGGGCCATGGA
KJ466106.1_Canine_distemper_virus_isolate_CDV_SY._complete_genome GAACCGCAAGCATGCAGGAAGAAGAGGTCTCTCAGGATCTCGATGAATCACACG

Os retangulos amarelos indicam os nucleotideos conversados entre o fragmento obtidos e as sequéncias
dos subtipos de aMPV; os retangulos azuis indicam os nucleotideos que diferiram entre o fragmento e as
sequéncias do subtipo A

A regido também se mostrou altamente conservada quanto ao seu perfil de
aminoéacidos (Figura 12), que se mostrou inalterado, com excec¢ao do ultimo, no

fragmento da amostra de Egretta thula (Figura 12B).
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Figura 12. Perfil de aminoacidos dos fragmentos obtidos e das sequéncias de aMPV alinhadas
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A. Sequéncia de aminoacidos obtida a partir do fragmento da amostra de Aix galericulata ; B.
Sequéncia de aminoacidos obtida a partir do fragmento da amostra de Egretta thula
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As &rvores obtidas para ambas as sequéncias agruparam-se com 0S
isolados pertencentes ao subtipo A. A amostra de suabe cloacal de Aix galericulata
apresentou 85% de identidade com as sequéncias AY640317.1, JF424833.1,
DQ666911.1 e U39295.1 (Figura 13) e a amostra de tecido de traqueia de Egretta
thula apresentou 87% de identidade com as mesmas sequéncias supracitadas
(Figura 14). Tais isolados, que se agruparam com nossas amostras eram

provenientes principalmente de isolados vacinais #8544 e LAH A.

Figura 13. Arvore filogenética contendo o fragmento da amostra de Aix galericulata
JMEF1B26.1 Avian metapneumovirus isolate aMPY/E/Russiachicken'1 42009 nucleoprotein (M) gene complete cds
JNB51B2B8.1 Avian metapneumovirus isclate aMPY/BIRussiachicken22i3010 nucleoprotein (M) gene complete cds
JHEF1BZT. 1 Avian metapneumovirus isclate aMPY/EIRussiachicken!1 202010 nucleoprotein (M) gene complete cds
JHE51824.1 Avian metapneumovirus isolate aMPY/E/Russiachicken'1 072003 nucleoprotein (M) gene complete cds
JMES1B2E.1 Avian metapneumovinus isolate aMPWBUkminelichicken/05/2008 meclecprotein (M) gena complete ods
& JHEF1B23.1 Avian metapneumovirus isclate aMPYEIRussiachicken 72003 nucleoprotein (M) gene complete cds
JHES1B22.1 Avian metapneumovirus isolate aMPVEIRussia chicken 202007 nusleoprotein (M) gene complete cds
AFZ2E442 1 Avian pneumovinus isolate Hungam85774 nucleccapsid protein {M) mRMA complete cds.
| | AMPE3283 1 Avian metapneurnowirus type B N gene for Mutleaprotein genomic RMA
ABS4342E.1 Avian metapneumavines viral eRNA complete genome strain: VCOE0616
L3205 2 Avian preumovius nuckescapsid protein (M) mRMA complete eds
HEE34238.1 Avian metapneumovirus type D complete genome strain Turkey! 1BESFRE5.1
a3 | AMBEDEDE 1 Avian metapneunovirus type DN gene for nucleoprotein genomic RMA

AYE40317_1 Avian pnewmovirus sirain LAH A complete genome

DOGEER11.1 Awian metapnewmovirus isalate "3544 complets sequence

Aix galericulata suabe cdoacal [l

LIZB285.1 Avian pneumaovirus nucleocapsid protein (W) mRMA complete cds

JF424833_1 Avian metapneumovines isolate Ty A252-01/03 complete genome
AY023558.1 Avian pneumovirus MN1A nucleocapsid protein {N) gene partial cds
ATIZ3553.1 Avian pneumovirus MNZ2A nucleocapsid protein (M) gene partial cds
AYETITA0.1 Avian pnaumevirus from USA complete genome
EF1BETT2.1 Avian metapreumovius strain PL-2 complete genome
EF1B8771.1 Avian metapneumovius strain PL-1 complete genome
AF3GB173.1 Avian pneumavinus nudeocapsid protein gene partial eds
AY023580.1 Avian pneumovirus MM4A nucleccapsid protein (M) gene partial cds
AY023583.1 Avian pneumeovirus MM nucleseapsid protein (M) gene partial eds.
— AM2E32E4 1 Avian metapnewmovinus type C M gene for Mudeoprotein genomic RMA
MC D0TE52_1 Avian metapnewmmovines
AY023584.1 Avian pneumeovirus MM nucleaeapsid protein (M) gene partial eds.
AY023585.1 Avian pnaumovirus MM nucleacapsid protein (M) gene partial eds.
AY023580.1 Avian pneumeovirus MM nucleaeapsid protein (M) gene partial eds.
AY023587_1 Avian pnaumavirus MMM 0 nudescapsid protein (M) gene partial cds
AY023583.1 Avian pnaumeovirus MMM 1 nudescapsid protein (M) gene partial cds
K.J466106.1 Canine distemper virus isclate COWV 5Y complete genome

85

&

TR
Amostra Aix galericulata suabe cloacal m. Andlise filogenética foi inferida usando o método Maximum
Likelihood baseado no modelo Jukes-Cantor com distribuigdo Gamma discreta (5 categorias (+G, parametro =
1,4889)) e bootstrap de 1000 réplicas. A analise realizada a partir do gene N utilizando 32 sequéncias de aMPV
com 44 nucleotideos, o fragmento da amostra de Aix galericulata e uma sequéncia de Canine Distemper Virus
como outgroup. A porcentagem nas quais as amostras se agrupam é apresentada ao lado dos ramos
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Figura 14. Arvore filogenética contendo o fragmento da amostra de Egretta thula

JMES1824.1 Avian metapneumovirus isolate aMPVIB/Russia/chicken/ 102008 nudecprotein (M) gene complete cds
ABB4B428.1 Avian metapneunovirus viral cRMNA complete genome strain: WCO3/60616
JMES1823.1 Avian metapneumavinus isolate aMPVB/Russialchicken072008 nudeoprotein (M) gene complate ods
JMEE1EZ2.1 Avian metapneumavinus isolate aMPYB/Russia'chicken 022007 nudecprotein (M) gene complete ods
AM293233.1 Avian metapneumacvirus type B N gene for Mudeoprotein gencmic RMNA
AF325442 1 Avian pneumovirus isolate Hungane35714 nucleacapsid protein (M) mRNA complete ods
LU38286.2 Avian pneumaowirus nucleocapsid protein {M) mRMA complete ods
JNBSTB2E.1 Avian metapneumaovirus isolate aMPWEBUkmineichicken 52009 nucleoprotein (M) gene complete ods
JNES1BZT.1 Avian metapneumcovirus isclate aMPATBRussialchicken'12:2010 nucleoprotein {N) gene complete cds
JHNBE1B26.1 Avian metapneumaowirus isclate aMPVB/Russialchicken'14/2009 nucleoprotein (M) gene complete cds
JHNEE1B2B.1 Avian metapneumaowirus isclate aMPUB/Russialchicken'22/2010 nucleoprotein (M) gene complete cds
AMSEDEEE.1 Avian metapneumavinus type D N gene for nudecprotein genomic RMA
‘48 'HG9234330.1 Avian metapneumovinus type D complete genome strain Turkey!/ 1935/FrB6.1
AY340317.1 Avian pneumnovirus strain LAH A complete genome
Egretta thula pool ragusia ll
DOQGEEE11.1 Avian metapneumovirus isolate "BE44 complete sequence
JF424333.1 Avian metapnewmnovinus isolate ITTyA252-01/03 complete genome
362051 Avian pneumaovines nucleocapsid protein (M) mRNA complete cds

EF128772.1 Avian metapneurmaovirus strain PL-2 complate genome

AYDZBEEE.1 Avian pneumaovirus MMS2A nucleccapsid protein (M) gene partial eds

EF128771.1 Avian metapneurnovirus strain PL-1 complete genome
AYE7A730.1 Avian pneumaovines from USA complete genome
AY023556.1 Avian pneumowirus MM1A nudeocapsid protein (M) gene partial eds
AFIEE172.1 Avian preumovius nudeceapsid protein gene partial cds
—— AM293234 1 Avian metapneumavins type C N gene for Mucleoprotein genomic RNA
- NC 0076521 Avian metapneumovirus

AYDZBEED0.1 Avian pneumaovirus MM3A nucleccapsid protein (M) gene partial eds
AYDZBEE3.1 Avian pneumavirus MM'G nuceocapsid protein (M) gene partial eds.
7] AYD2E564 .1 Avian pneumavirus MMT nucleocapsid protein (M) gene partial eds.
AYD2B565.1 Avian pneumavirus MM'E nucdeocapsid protein (M) gene partial eds.
AYDZBEEE.1 Avian pneumavirus MWD nucdeocapsid protein (M) gene partial eds.

AYDZBEET .1 Avian pneumavirus MM D nudeccapsid protein (M) gene partial eds
AYD2B56E.1 Avian pneumavirus MM 1 nudleccapsid protein (M) gene partial cds
HKM466106.1 Canine distemper virus isclate COV 5Y complete genome

—
20

Amostra Egretta thula pool traqueia m. Analise filogenética foi inferida usando o método Maximum Likelihood
baseado no modelo Jukes-Cantor e bootstrap de 1000 réplicas. A andlise realizada a partir do gene N utilizando
32 sequéncias de aMPV com 54 nucleotideos, o fragmento da amostra de Egretta thula e uma sequéncia de

Canine Distemper Virus como outgroup. A porcentagem nhas quais as amostras se agrupam é apresentada ao
lado dos ramos

Por se tratar de fragmentos pequenos, uma arvore utilizando apenas
sequéncias maiores anteriormente utilizadas também foi gerada, para confirmar os

agrupamentos obtidos das arvores geradas para as duas amostras (Figura 15).
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Figura 15. Arvore filogenética contendo sequéncias de aMPV

JNG51924.1 Avian metapneumeovirus isolate aMPVIB/Russia/chicken 1072008 nucleoprotein (M} gene complete ods.
AB543428 1 Avian metapneumnovinus viral eRMA eomplete genome strainc VCO3/60618
JHES1922 1 Avian metapreumaovinus isolate aMPWVBRussia/chicken/22007 nucleppraotein {N) gene eomplete ods
AFI25442 1 Avian pneumowirus isolate Hungary8574 nueleocapsid pretein (N} mRMA complete eds
LI232206. 2 Avian pneumovirus nucleocapsid protein (N) mRMA complete eds
JMEE1923.1 Avian metapnewmavirus isclate aMPV/BRussialchicken7/2003 nudecprotein (M) gene complete ods
o JMEE1927.1 Avian metapneumovirus isolate aMPWE/Russia'chicken/1 22010 nucieoprotein (M) gene complete ods
JNEE1B28.1 Avian metapneumovirus isclate aMPWE/Russialichicken22/2010 nudeoprotein (M) gene complete eds
‘HJN%]QZGJ Avian metapneumovirus iselate aMPYWEIUkraine chicken/0572002 nucleopratein (W) gene complete cds
JME51928.1 Avian metapneumovirus isolate aMPWEB/Russia'chicken/14/2009 nucleoprotein (M) gene complete ods
AMZ203233.1 Avian metapneumnovines type B M gene for Nueleoprotein genomic RNA
D2838911.1 Avian metapneumovines isolate 8544 complete sequence
AYE40317_1 Avian pnewmovirus strain LAH A complete genome
JF424B33.1 Avian metapneumnovinus isclate [T TwAM258-01/3 complete genome
UZ0295.1 Avian preumeovirus nudeccapsid pratein (M) mRMA complete cds
AMBEDBBE_1 Avian metapneumevirus type D N gene for nudleoprotein genomic RNA
W‘ HGE34330_1 Avian metapneumovirus type D complete genome strain Turkey/1B35/FrE5.1
AYSTITED Avian prieumovines from USA eamplete genome

£

AYD28556.1 Awian pneumovirus MM/1A nucleocapsid protein (M) gene partial cds
EF1B0772.1 Avian metapneumovirus strain PL-2 complete genome
EF1BB771.1 Avian metapneumavirus strain PL-1 complete genome

AF36B173.1 Avian pnewmnovirus nucleocapsid protein gene partial eds

AY023558.1 Avian pneumovires MMI2A nuciepcapsid protein (N) gene partial cds

NC 0078521 Avian metapreumeonirus

— AM223284 1 Avian metapneumevirus type C N gene for Nualeoprotein genomic RMA
AYD23584 1 Avian pneumovinus MMV nucleocapsid protein (M) gene partial eds

AYD2EEG0.1 Avian pneumovirus MNMA nucleccapsid protein (M) gene partial cds
AYD2BE63.1 Avian pneumavirus MNS nucleocapsid protein (M) pena partial ods
AYD2BE66.1 Avian pneumovirus MN/E nuclepcapsid protein (M) gene partial ods
AYD2EEG6.1 Avian pneumavirus MW nucleocapsid protein (M) gene partial cds
AYD2EEET 1 Avian pneumovirus MW10 nucleocapsid protein (M) gene partial ods

AYD2EEGE.1 Avian pneumovirus MW11 nucleocapsid protein (M) gene partial cds
HK.J485106.1 Canine distemper virus isolate COV 5Y complete genome

020

Andlise filogenética foi inferida usando o método Maximum Likelihood baseado no modelo Kimura 2 com
distribuicdo Gamma discreta (5 categorias (+G, parametro = 1.5733)) e bootstrap de 1000 réplicas. A anélise
realizada a partir do gene N utilizando 32 sequéncias de aMPV com 132 nucleotideos, e uma sequéncia de
Canine Distemper Virus como outgroup.

6 DISCUSSAO

InfeccBes do trato respiratdério sdo uma grande ameaca para a industria
avicola devido a alta mortalidade, baixo rendimento de carcaca além da reducéo
da producéo e qualidade de ovos que podem ocasionar. Virus da Influenza Aviéria,
Virus da Bronquite Infecciosa, Virus da doenca de Newcastle e o Metapneumovirus
Aviario formam o grupo de patdgenos virais respiratorios de maior importancia para
a avicultura (JONES, 1996; 2010; HUTTON S. et al., 2017).

Um fato agravante a esse cenario, sao as aves silvestres, que podem se
portar como reservatdrios ou vetores de tais patégenos (SHIN et al.,, 2001,
ALEXANDER, 2007; CHU et al., 2011; CHA; YU; ZSAK, 2013), inserindo-0os em
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diferentes territérios ou ambientes e disseminando-os para outras aves, inclusive
para as aves de producao.

O metapneumovirus aviério ja foi identificado em diversas aves silvestres,
principalmente nas que estdo incluidas na ordem dos Anseriformes,
Passeriformes, Columbiformes e Pelecanidormes. A presenca do subtipo C ja foi
comprovada nos EUA e em paises da Europa, em amostras de gansos e patos
selvagens, gansos selvagens do Canada, cercetas azuis, estorninhos, pardais,
andorinhas, corvos americanos além de gaivotas, garcas e pombos (SHIN et al.,
2000; BENNETT et al., 2002; SHIN et al., 2002b; BENNETT et al., 2004; TURPIN
et al.,, 2008; VAN BOHEEMEN et al.,, 2012). J4 os subtipos A e B foram
detectados em amostras de marreca toicinho, pato corredor, ireré, periquitdo
maracand, jacupemba e pombo (FELIPPE et al., 2011).

No nosso estudo, 0 aMPV A foi detectado em amostras de Anseriformes
(Aix galericulata, Aix sponsa e Dendrocygna viduata), Columbiformes (Columbia
livia), Pelecaniformes (Egretta thula), Psittaciformes (Aratinga leucophtalma) e
Falconiforme (Falco spaverius) o que estd em concordancia com estudos
antecedentes, principalmente com os dados de FELIPPE et al. (2011) que
detectou o virus em amostras de Anseriformes, Columbiformes e Psittaciformes,
principalmente.

Ainda que alguns autores relatem a dificuldade em detectar certos virus
em amostras cloacais por conter inibidores de PCR (WILDE; EIDEN; YOLKEN,
1990; DAS et al., 2006), o tipo de suabe ou a forma de processamento pareceu
ndo ser um fator limitante, visto que o virus foi detectado em amostras tanto de
suabes orofaringeanos ou cloacais quanto em amostras que possuiam os dois
tipos de suabes agrupados.

Um estudo anterior feito com influenza aviaria e o virus da doenca de
Newcastle, demonstrou ndo haver diferenca estatistica na deteccdo dos virus,
seja por RRT-PCR seja por virus neutralizacdo, a partir de suabes agrupados
entre 1, 5 ou 11 em um unico tubo (SPACKMAN et al., 2013). Embora tal estudo
tenha sido realizado com aves de producdo em que a carga viral € maior quando
comparada a carga de aves silvestres, o agrupamento das nossas amostras
levou em consideracao o local onde as aves estavam alojadas; de forma que, se
uma ave apresentar o virus € muito provavel que as outras aves presentes no

mesmo recinto também o possuam. Nossos resultados parecem estar de acordo
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com os dados da literatura, visto que ndo houve diferenga na detecgéo entre
amostras testadas individualmente ou agrupadas em pools de até cinco animais.

Nossos resultados foram similares aos de outros estudos onde a deteccéo
viral foi obtida a partir de amostras cloacais coletadas de gansos-das-neves,
gansos selvagens, patos d’asa azul der se dado a partir de amostras cloacais
(BENNETT et al., 2002; BENNETT et al., 2004), Inclusive, a maioria das amostras
positivas encontradas por Felippe e colaboradores (FELIPPE et al., 2011),
também eram provenientes de amostras cloacais. Além disso, a deteccao a partir
de amostras individuais de suabes cloacais ou contendo suabes traqueais e
cloacais agrupados, também ja foi documentada para outros virus respiratorios,
como os virus de Newcastle e Influenza (ALEXANDER, 2007; THOMAZELLI et
al., 2012; DE ARAUJO et al., 2014).

A deteccao viral dos metapneumovirus tem sido feita por RT-PCR ha pelo
menos duas décadas, utilizando principalmente primers com alvo nos genes M,
G, F e N. O estudo de referéncia dos primers utilizados em nosso teste baseado
no gene N, afirmou que primers que tem alvo no gene N apresentaram 0s
melhores resultados quanto a deteccdo, sendo capaz de detectar todos os
isolados de aMPV testados (BAYON-AUBOYER et al., 1999). De fato, apesar do
aMPV ser o alvo de deteccdo em ambos os testes empregados em Nnosso
trabalho, apenas o teste de RT-PCR baseado no gene N, foi capaz de detectar o
virus nas amostras testadas. Talvez a melhor detectabilidade desse teste possa
ser explicada pela polaridade da molécula durante o processo de transcri¢ao, no
gual os genes mais préximos da regido leader séo transcritos de forma mais
abundante que os genes mais préximos a regido trailer do genoma (BANERJEE;
BARIK, 1992; BARIK, 2004).

Ainda assim, a possivel explicacéo para a divergéncia de resultados entre
0 RT-PCR baseado no gene N e 0 RRT-PCR baseado no gene G seja deveras
a escolha do gene alvo, visto que um teste comparativo entre as técnicas de
RT-PCR e RRT-PCR para deteccao de aMPV subtipo A, ambos baseados no
gene N, observou que as duas técnicas foram capazes de detectar todos 0s
isolados testados (FERREIRA et al., 2009).

A deteccgéo e isolamento do aMPV é desafiadora e um tanto frustrante,
principalmente a partir de aves silvestres. Além do virus se replicar mal no

hospedeiro, ele permanece detectavel por um curto periodo de tempo, tornando
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a taxa de recuperacdo muito baixa, assim, um resultado negativo nem sempre
significa auséncia do virus (SHIN et al., 2002a; TURPIN et al., 2008). Mesmo em
aves comerciais, onde ha presenca de sintomatologia clinica, o isolamento é
dificil, visto que, no pico dos sinais clinicos a carga viral ja se encontra baixa
(COOK, J. K., 2000). Talvez o principal entrave, seja a baixa carga viral que esses
animais apresentam.

Embora o artigo de referéncia do par de oligos afirme que séo especificos
para a deteccdo de aMPV e que nenhum fragmento do virus La Sota (NDV) foi
amplificado (BAYON-AUBOYER et al., 1999) ao fazermos o teste com tal virus,
uma banda fraca, um pouco abaixo do tamanho esperado foi observada (dados
nao mostrados). Junto a isso, algumas amostras positivas para aMPV também
foram positivas quando testadas por RT-PCR direcionada contra o gene N para
deteccdo de NDV (dados ndo mostrados). O fato levantou a questao quanto a
deteccdo de falsos positivos, ja que, além do gene N ser um dos genes mais
conservados entre os paramixovirus (LAMB; PARKS, 2013), todas as amostras
foram negativas pelo teste de RRT-PCR baseado no gene G, que geralmente é
mais especifico devido a utilizacdo da sonda marcada (SPACKMAN, 2014).

Os principais métodos para isolamento e enriquecimento viral de aMPV
sdo a passagem do virus em cultura de érgao de traqueia (TOC) ou em ovos
embrionados (OIE, 2009). O método de escolha para enriquecimento viral das
amostras positivas foi a passagem em ovos embrionados de galinhas SPF, e se
mostrou valido, visto que o sequenciamento parcial s6 foi possivel apos a
passagem das amostras em ovos.

Das amostras positivas, foi possivel fazer o sequenciamento e
caracterizacdo de duas (14%) amostras detectadas. Essa dificuldade de
isolamento e caracterizacéo ja foi observada por outros autores (BENNETT et al.,
2002; SHIN et al., 2002b), que relatam a necessidade de até nove passagens
para obter sucesso no isolamento do virus (GOYAL et al., 2000).

A andlise filogenética mostrou que ambas as amostras se agruparam com
isolados que pertencem ao subtipo A. Dos quatro isolados que se agruparam,
apenas um era cepa de campo, que foi detectado em um surto de 1985 na
Inglaterra e pais de Gales, que foi atenuado e usado como progenitor para
vacinas (MCDOUGALL; COOK, 1986; COOK, J. K. A.; ELLIS, 1990; LI et al.,

1996). Isso nos leva a crer que os virus detectados em nosso trabalho, podem
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ser derivado de uma cepa vacinal, posto que, as sequéncias da cepa atenuada e
da cepa vacinal (COOK, J. K. A.; ELLIS, 1990; NAYLOR, C. J. et al., 2004)
também foram agrupados com nossos isolados. O resultado encontrado pode ter
sido um tanto tendencioso visto que ha poucas sequéncias do gene N de isolados
de campo disponiveis no GenBank; associado a isto esta a escolha em excluir
algumas sequéncias para formar uma arvore com menos gaps € maior numero
de nucleotideos possiveis.

As duas amostras também se agruparam com o isolado IT/Ty/A/259-01/03,
gue se trata de uma cepa virulenta derivada de reversdo vacinal. No entanto,
devido ao curta extensao dos fragmentos obtidos neste estudo, a identificacdo
das mutacdes associadas a reversao a viruléncia, no intuito de verificar se nossas
cepas sdo atenuadas, vacinais ou virulentas, néo foi possivel.

A reversdo de viruléncia de estirpes vacinais ja havia sido demonstrada em
condicBes experimentais por NAYLOR, C. J.; JONES (1994) e mais tarde em
situacbes de campo devido a vacinagcdes mal empregadas que induzem a
imunidade de forma ineficiente, de forma que o virus pode passar de aves
vacinadas para ndo vacinadas (inclusive as silvestres) e entdo recuperar sua
viruléncia (NAYLOR, C. J.; JONES, 1994; CATELLI et al., 2006).

A transmissdo viral de aves comerciais para aves silvestres, foi
subestimada por muitos anos e, s6 recentemente estudos investigando esse
fendmeno tem surgido (GARCIA et al., 2013; DEVLIN et al., 2016). A detecgéo
de cepas vacinais em aves silvestres tem sido casa vez mais descrita e esta de
acordo com 0s nossos achados. Essa transmissdo ocorre a partir de virus
vacinais vivos atenuados, e pode acarretar grandes consequéncias como
reversao de viruléncia e multiplicacdo nessas aves que nao sao protegidas pela
vacinagao (AYALA et al., 2016; DEVLIN et al., 2016). Alguns autores detectaram
e analisaram sequéncias de NDV e IBV a partir de amostras de Anseriformes,
Columbiformes e Charadriiformes e constataram altissima similaridade com
cepas vacinais em mais de oito paises, denunciando o carater mundial que esse
fendmeno de escape pode ter (HUGHES et al., 2009; AYALA et al., 2016).
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7 CONCLUSOES

O trabalho investigou e detectou a presenca do Metapneumovirus Aviario a
partir de amostras de aves silvestres e sinantropicas. Apesar do pequeno
tamanho do fragmento tornar dificil a avaliagdo dos nossos isolados frente aos
descritos previamente, as amostras sequenciadas mostraram ser pertencentes
ao subtipo A, apresentando consideravel identidade com as estirpes derivadas
de vacina e com estirpes vacinais. Desse modo, os resultados nos levam a
acreditar que houve ocorréncia de excrecdo das cepas vacinais de aves de
producdo para o ambiente e para as aves silvestres. Novos estudos se fazem
necessarios para o continuo monitoramento do virus, compreensdao da
epidemiologia da doenca e da ecologia das aves silvestres frente a esse
patdgeno. Além de contribuir para o controle sanitario da doenca e adoc¢éo de

medidas necessarias de biosseguranca também para a avifauna silvestre do pais
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