BUSCA VIRAL EM AVES SILVESTRES DO BOSQUE DOS
JEQUITIBAS EM CAMPINAS-SP
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INTRODUGCAO:

As aves silvestres sdo importantes reservatérios de diversos virus de importancia econémica na
avicultura e que apresentam potencial zoonético, aumentando a disseminagdo de patdgenos pelo
comportamento migratério de algumas espécies de aves. Entre os virus respiratorios mais comuns de
serem encontrados em tais animais, podem ser citados os da familia Coronaviridae (RNA fita simples,
sentido positivo, envelopados), familia Paramyxoviridae (RNA fita simples, sentido negativo,
envelopados) e o virus da Influenza A (familia Orthomyxoviridae - RNA segmentado, envelopados),
esquematizados na figura 1. De acordo com Wille et al. (2015), um estudo em patos selvagens
demonstrou que pode ocorrer infecgao mista (simultanea) de dois ou trés virus das familias citadas. Os
casos de infeccbes mistas sdo comuns em aves silvestres, principalmente se tratando de doencgas
virais respiratérias - como influenza aviaria (1A), o virus da doenga de Newcastle (VDN) e o coronavirus
aviario (ACoV).
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Figura 1 — Esquema geral dos virus da familia Coronaviridae (a esquerda), Paramyxoviridae (centro) e
Influenza A (a direita). Fonte: Flores (2007).

A transmissédo de patégenos entre as aves se da principalmente pelo contato entre diferentes
populagbes de aves migratérias, causando eventos de spillover, ou seja, uma mudanga na dindmica
de uma doenga, causada pelo contato de uma populagdo de hospedeiros em potencial (ndo infectada

previamente) com outra populacido reservatoria, a qual possui uma alta abundancia do patégeno.
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Nesse contexto, a auséncia de biosseguridade em granjas permite o contato proximo de aves
silvestres, sobretudo as migratérias, com aves comerciais e tem contribuido para o spillover e o
aumento da viruléncia de alguns patégenos (Rohaim et al., 2017), além da disseminagéo desses virus
por longas distancias. A maioria das doengas infecciosas humanas tem como origem patégenos que
anteriormente circulavam em animais silvestres - estima-se que 60 a 75% das doengas que infectam
humanos apresentam origem zoonotica. Isso demonstra que o spillover tem papel fundamental no
surgimento de novas enfermidades. Um exemplo € o virus da gripe aviaria, que passou a ser
transmitida para humanos: de janeiro de 2003 a maio de 2023, foram registrados no mundo 874 casos
de infeccdo humana pelo virus influenza A (H5N1) sendo estes casos notificados em 18 paises.
Destes 874 casos, 458 foram fatais, representando 52% de mortalidade (WHO, 2023).

A compreensdo dos fatores que facilitam a transmissdo de patégenos de animais silvestres
para humanos e a vigilancia destes é fundamental para a identificacdo de agentes patogénicos
circulantes e rapida intervencao, além de estabelecer estratégias visando a reducao da frequéncia de
eventos de spillover, além da identificacdo de possiveis mudangas nas caracteristicas das doencas
(Ellwanger & Chies, 2021). Assim, a investigacao destes agentes em aves silvestres é crucial para o
monitoramento epidemiolégico e prevencdo de que novas epidemias e pandemias possam surgir.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de virus da familia Coronaviridae,
Paramyxoviridae e Influenza A em amostras de suabes orofaringeanos e cloacais em aves silvestres

capturadas no estado de Sao Paulo, no Bosque dos Jequitibas, localizado no municipio de Campinas.

METODOLOGIA:

As amostras de suabes orofaringeanos e cloacais foram coletadas de aves do Bosque dos
Jequitibas (Campinas/SP), conforme descritas na Tabela 1. Em seguida, colocadas em microtubos
individuais, cortadas e identificadas, sendo encaminhadas para o Laboratério de Virologia e
Biotecnologia Aplicada (VirBIO) em condi¢des adequadas de armazenamento (caixas térmicas
contendo gelo, mantidas a temperatura de 4 °C). No laboratério, as amostras foram acondicionadas em
ultrafreezer a - 80 °C até o seu processamento. O processamento das amostras seguiu as seguintes
etapas: preparacao, extracdo, transcricdo reversa e realizacdo das PCRs gene-especificas.Todo o
processo de coleta até a obtencao dos resultados por PCR se encontra esquematizado em ordem na
figura 2. Em cada microtubo contendo um suabe foi adicionado 500 yL de Meio Essencial Minimo
(MEM), sendo homogeneizado em vortex por 15 segundos. Em seguida, cada microtubo foi

centrifugado por 2 minutos a 8.000 rpm em 4°C para coleta do sobrenadante.

O liquido coletado (140 pL) foi submetido a extragdo de RNA viral, utilizando o kit QlAamp Viral
RNA Mini Kit (Qiagen®). Para a sintese do cDNA por transcrigdo reversa, foi utilizado o kit High

Capacity cDNA (Applied Biosystems®). As reacdes seguiram de acordo com os protocolos
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disponibilizados pelos fabricantes. As PCRs gene-especificas foram realizadas de acordo com

protocolos especificos publicados e bem consolidados para deteccédo de cada familia viral.

Ne LVA | Identificacdo do Chip | Data Coleta Local de Coleta Espécie Material
A0010 963003100028592 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A001C 963003100028592 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A0020 963003100028449 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A002C 963003100028449 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A0030 934000011663788 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Orofaringeo
A003C 934000011663788 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Cloacal
A0040 9630000000276623 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Orofaringeo
A004C 9630000000276623 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Cloacal
A0050 96300000003780 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A005C 96300000003780 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A0060 900108000766111 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A006C 900108000766111 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A0070 934000011663787 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Orofaringeo
A007C 934000011663787 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A008O 93400001166069 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Orofaringeo
A008C 93400001166069 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Cloacal
A0090 934000011766122 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A009C 934000011766122 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
A0100 934000011663782 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A010C 934000011663782 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Cloacal
A0110 934000011663776 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Orofaringeo
A011C 934000011663776 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Cloacal
A0120 900108000766100 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcara) Swab Orofaringeo
A012C 900108000766100 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Caracara plancus (carcard) Swab Cloacal
AD130 963003100028556 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Tyto furcata (coruja-das-torres) Swab Orofaringeo
A013C 963003100028556 19/09/2022 Bosque dos Jequitibas Tyto furcata (coruja-das-torres) Swab Cloacal

Tabela 1 — Descricao das amostras coletadas no Bosque dos Jequitibas (Campinas/SP).
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Figura 2 — Esquema da sequéncia metodolégica dos experimentos realizados para detecgéo das

familias virais.
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Para detecgcdo da familia Coronaviridae, foram utilizados os primers e temperaturas de
termociclagem descritos por CHU et al. (2011). Foi realizada uma reacdo de Nested-PCR para
amplificacdo de gene RdRp, gerando fragmentos de 440 pb. Amostras testadas para a familia
Paramyxoviridae foram submetidas as reacbes descritas por VANMECHELEN et al. (2022), com
primers especificos para uma Nested-PCR. Os fragmentos amplificados a partir do gene conservado
da proteina L possuiam 235 pb. A visualizagdo dos fragmentos para essas duas familias virais foi feita
em Transiluminador apds eletroforese em gel de agarose (1,5% para Pan-Coronaviridae e
Pan-Paramyxoviridae), com brometo de etidio como intercalante de DNA. Por fim, a deteccido de
Influenza A (para qualquer subtipo) se deu através de PCR em Tempo Real, utilizando primers e
sondas descritos por NAGY et al. (2021) que amplificam um segmento de 182 pb correspondente ao

gene conservado da proteina de matriz (MP).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram coletadas 26 amostras (13 aves, cada uma com um suabe orofaringeo e cloacal),
conforme mostrado na tabela da Tabela 1, de aves do Bosque dos Jequitibas, em Campinas,
proveniente de aves silvestres capturadas e em processo de tratamento para posterior soltura. A
andlise do gel de agarose 1,5% para a PCR e Pan-Coronaviridae mostrou a maioria das amostras
como sendo negativas (Figura 3). Observa-se que houve formagéo de bandas fracas para a amostra
A011 (identificadas em destaque com um quadro verde), o que dificulta a possibilidade de purificagéo e
sequenciamento - por conta da baixa carga viral. Sendo assim, das 26 amostras 2 delas foram
positivas (7,69% em relacao ao total). Todas as amostras foram negativas para as reagdes de PCR
Pan-Paramyxoviridae e Influenza A. Para fins de comparacao, CHU et al. (2011) descreve uma alta

porcentagem (12,5%) de amostras positivas para coronavirus em aves aquaticas e selvagens.

Figura 3 — Gel de agarose 1,5%
lido em transiluminador com os
resultados da PCR  para
Pan-Coronaviridae. O VBI (virus

da bronquite infecciosa) foi

utilizado como controle positivo.
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CONCLUSOES:

A vigilancia epidemiolégica é um fator importante para identificar familias virais e possivelmente
e prevenir novas epidemias, tanto entre os animais quanto de doengas com potencial zoonético, sendo
a deteccao de patégenos uma das acgbes realizadas nesse contexto. Este trabalho identificou duas
aves positivas para a familia viral Coronaviridae, demonstrando a necessidade de constante
monitoramento para identificar de forma mais rapida novos patégenos circulantes em animais, que

podem impactar a saude humana.
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