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RESUMO: Os principais hospedeiros do Metapneumovirus aviario (aMPV) s@o os frangos de corte e perus. O virus acomete
o trato respiratdrio superior dos perus desencadeando a Rinotraqueite Viral dos Perus (RVP). O principal objetivo deste traba-
lho foi padronizar uma técnica de RT-PCR para a detec¢ao do aMPV, por meio do uso do kit AccessQuick™ RT-PCR system
(Promega®). Foram utilizados amostras de suabes de traqueia e pulmao de 38 perus comerciais com sintomatologia respirato-
ria e dois suabes oculares de faisdo. O RNA viral foi extraido utilizando-se o kit RTP® DNA/RNA Virus Mini Kit (STRATEC
Molecular). Em seguida as amostras foram submetidas a RT-PCR One Step, utilizando o kit AccessQuick™ RT-PCR system
(Promega®). Todas as 40 amostras testadas por RT-PCR foram negativas, exceto a amostra vacinal que foi utilizada como
controle positivo. O aMPV ndo causa laténcia em frangos de corte ou perus, logo a excregdo viral ¢ limitada. Dessa forma,
a auséncia da detec¢@o de genoma viral neste estudo pode ser justificada devido a idade que as amostras foram coletadas em
perus, com 140 dias no abatedouro, impossibilitando dessa maneira a amplificagdo do genoma do aMPV. Porém, esse estudo
também mostra que a RT-PCR se mostrou eficaz para detectar o genoma viral do aMPV, podendo dessa forma ser utilizado
como uma ferramenta de diagnostico rapido para investigacdo e estudo de casos de aMPV em rebanho de perus.
PALAVRAS-CHAVE: Diagnéstico. Metapneumovirus. Perus. RT-PCR.

APPLICATION OF RT-PCR TECHNIQUE FOR Avian metapneumovirus (aMPYV)

ABSTRACT: The main hosts of Avian metapneumovirus (aMPV) are broilers and turkeys. This virus affects the upper
respiratory tract of turkeys, triggering Turkey Rhinotracheitis (TRT). The aim of this study was to optimize a RT-PCR tech-
nique in order to detect aMPV using the AccessQuick™ RT-PCR system (Promega®) kit. Tracheal and lung swab samples
from 38 commercial turkeys with respiratory symptoms and two ocular swabs from pheasants were analyzed. Viral RNA
was extracted using RTP® DNA/RNA Virus Mini Kit (Molecular STRATEC) kit. All 40 samples tested were negative in
the RT-PCR. The only positive sample was a vaccine strain, used as the positive control. The aMPV does not cause latency
in broilers, chickens or turkeys, thus, the viral excretion is limited. However, the absence of viral genome detection in this
study may be justified due to the age the samples were collected, since they were collected in turkeys with about 140 days in
the slaughterhouse, thus preventing the amplification of the aMPV genome. This study shows that the RT-PCR is effective
to detect aMPV viral genome and may be used as a rapid diagnostic tool for research and for the studying of aMPV cases in
turkey flocks in Brazil.

KEYWORDS: Diagnosis. Metapneumovirus. Turkeys. RT-PCR.
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APLICACION DE LA TECNICA RT-PCR PARA Metapneumovirus aviario (aMPV)

RESUMEN: Los principales anfitriones de Metapneumovirus aviario (aMPV) son los pollos de engorde y pavos. El virus
afecta el tracto respiratorio superior de los pavos desencadenando la Rinotraqueitis Viral de los pavos (RVP). El princi-
pal objetivo de ese estudio fue estandarizar una técnica de RT-PCR para la deteccion del aMPV, a través del uso del kit
AccessQuick™-PCRsystem (Promega®). Se utilizaron muestras de hisopos traqueales y pulmonares de 38 pavos comerciales
con sintomas respiratorios y dos hisopos oculares de faisan. El RNA viral se extrajo utilizando el kit DNA RTP® DNA/RNA
Virus Mini Kit (STRATEC Molecular). A continuacion, las muestras se sometieron a la RT-PCR OneStep utilizando el kit
AccessQuick™ RT-PCR (Promega®). Todas las 40 muestras analizadas por RT-PCR fueron negativas, excepto la muestra de
vacuna que se utilizo como control positivo. El aMPV no causa latencia en pollos de engorde o pavos, por lo que la excrecion
viral es limitada. Asi, la ausencia de la deteccion de genoma viral en este estudio puede ser justificada debido a la edad que se
recogieron las muestras en los pavos, con 140 dias en el matadero, imposibilitando de este modo la amplificacion del genoma
del aMPV. Sin embargo, ese estudio también muestra que la RT-PCR se ha demostrado eficaz para detectar el genoma viral
del aMPV, pudiendo asi ser utilizado como una herramienta de diagndstico rapido para investigacion y estudio de casos de

aMPYV en bandada de pavos.

PALABRAS CLAVE: Diagnostico. Metapneumovirus. Pavos. RT-PCR.

Introducao

Um dos principais agentes respiratorios que esta
propiciando significativas perdas econdmicas para avicultura
industrial é o Metapneumovirus aviario (aMPV) (GAMA et
al., 2006). O aMPV tem como hospedeiro natural as galinhas
e os perus. Nos perus afeta o trato respiratorio superior de-
sencadeando a Rinotraqueite Viral dos Perus (RVP) (CEC-
CHINATO et al., 2014). Entretanto, ja foi isolado de aves
silvestres como galinha d’angola (PICAULT et al., 1987),
avestruzes (CADMAN et al., 1994), patos (TOQUIN et al.,
1999), pardais, gaivotas, gansos, andorinhas (SHIN et al.,
2002) e faisdes (LEE et al., 2007).

A infecgdo pelo aMPV causa uma doenga respirato-
ria aguda caracterizada por descarga nasal e ocular, conjun-
tivite espumosa, congestdo facial, inchago dos seios infra-
orbitarios, edema submandibular, além de queda de postura
¢ ovos de baixa qualidade em perus (WEI et al., 2014). Em
frangos de corte e/ou aves de postura o aMPV esta associa-
do a problemas respiratorios, a Sindrome da Cabeca Inchada
(SCI), sinais nervosos (torcicolo, opistotono e falta de coor-
denacgdo) e queda na producédo e qualidade dos ovos (ARNS
et al., 2000). Quadro respiratorio geralmente ¢ secundario a
presenca de Escherichia coli (ZANDE et al., 2001).

O aMPV foi descrito pela primeira vez na Africa do
Sul em 1978 (BUYS; DU PREEZ, 1980). Paises como Japao
¢ os Estados Unidos também ja descreveram casos com o
aMPV (DROUIN et al., 1985; WYETH et al., 1987; COOK
et al., 1988; HAFEZ, 1993; TANAKA et al., 1995; COOK
et al., 1999). Arns et al. (1997) identificaram a presenca de
anticorpos contra aMPV nas principais regides avicolas do
Brasil. No Brasil o aMPV foi isolado inicialmente por Arns
¢ Hafez (1995).

O virus pertence a ordem Mononegavirales, a fa-
milia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género
Metapneumovirus (GOUGH; JONES, 2008). As particulas
virais oscilam entre 70-600 nM de diametro ¢ possuem um
envelope lipidico com presenga de espiculas (diferentemente
de membros da familia Paramyxoviridae o aMPV ndo apre-
senta nenhuma atividade de neuraminidase ou de hemaglu-
tinina) (O’LOAN et al., 1992). Seu genoma se caracteriza
por ser um RNA de fita simples, ndo segmentado, de sentido
negativo com aproximadamente 13kb, no sentido 3'-leader-
-N-P-M-F-M2-SH-G-L-trailer-5' (ABDEL-AZEEM et al.,

2014) que codifica oito transcritos, denominados: Nucleo-
proteina (N), fosfoproteina (P), proteina Matrix (M), proteina
de Fusdo (F), segunda Matrix (M2), pequena proteina hidro-
fobica (SH), proteina de ligagdo (G) e a proteina RNA poli-
merase dependente do RNA viral (L) (NJENGA et al., 2003).

Atualmente ja foram identificados quatro subtipos
de aMPV (A, B, C e D). Os subtipos sdo classificados com
base na sequéncia do seu genoma que codifica a glicopro-
teina G (JUHASZ; EASTON, 1994; TOQUIN et al., 2000;
SHIN et al., 2002). Na Europa, os subtipos predominantes
sdo A e B (JUHASZ & EASTON, 1994) e esporadicamente
o subtipo D (BAYON-AUBOYER et al., 2000). Ja o subti-
po C ¢ encontrado nos EUA (LIMAN; RAUTENSCHLEIN,
2007). Os subtipos A ¢ B ja foram descritos no Brasil para
galinhas, aves silvestres ¢ perus (D’ARCE et al., 2005;
CHACON et al., 2007; CHACON et al., 2011; FELIPPE et
al., 2011). Villareal et al. (2009) ¢ Chacon et al. (2011) re-
latam a predominancia do subtipo B em frangos de corte ¢
perus comerciais.

Os testes sorologicos para detec¢do de anticor-
pos mais frequentes empregados para o aMPV sdo: ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (GRANT et al., 1987) e teste de
soroneutralizagdo (COOK et al., 1988). O teste de ELISA
apresenta sensibilidade de 98,7% e especificidade de 99,5%
(HECKERT et al., 1994). Alkahalaf et al. (2002) em um es-
tudo prévio demonstraram que estes dois testes sdo sensiveis
e especificos para diagnosticar o aMPV em perus. Para de-
tec¢do viral, dentre as técnicas mais utilizadas destacam-se
a imunoperoxidase (IPX) (O’LOAN; ALLAN, 1990; CA-
TELLI et al., 1998) e a imunofluorescéncia (JONES et al.,
1988). Mais recentemente a técnica da transcriptase reversa
da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) ¢ RT nested-
-PCR tem sido extensivamente utilizada para a detecgdo do
genoma do aMPV. Ambas as técnicas sdo eficientes e espe-
cificas para a detecgdo dos subgrupos A, B, C ¢ D do aMPV
(JUHASZ; EASTON, 1994; BAYON-AUBOYER et al.,
1999; BAYON-AUBOYER et al., 2000; TOQUIN et al.,
2003). Atualmente a técnica de RT-PCR em tempo real tam-
bém tem sido utilizada para deteccdo dos subtipos especifi-
cos de aMPV (GUIONIE et al., 2007).

Devido a alta disseminag@o e aos prejuizos para a
inddstria avicola, a implanta¢dao de um método de diagnosti-
co rapido € necessaria para o controle eficiente da doenga e
disseminac@o do aMPV. O objetivo deste estudo foi padroni-
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zar uma técnica de RT-PCR para a detec¢do do aMPYV, atra-
vés do uso do kit Access Quick™ RT-PCR system (Promega®).

Material e Métodos

Para extra¢do do acido nucleico do aMPV foram co-
letados suabes de traqueia e pulméo de 38 perus comerciais

Quadro 1: Amostras utilizadas no experimento
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provenientes de abatedouro do estado do Parana, Brasil, com
idade de 140 dias apresentando sintomatologia respiratdria.
Também foram utilizados dois suabes oculares de dois fai-
soes adultos com idade aproximada de dois anos, provenien-
te do estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Quadro 1). Como
controle positivo foi utilizada uma amostra vacinal atenuada
do aMPV subtipo A.

Espécie Amostra Local Total
Peru Traqueia Parana 19
Peru Pulmao Parana 19

Faisao Suabe ocular Rio Grande do Sul 2
- Vacina viva atenuada -
41

O 4cido nucleico viral, tanto das amostras quanto
do controle positivo, foi extraido por meio da utilizagdo do
kit RTP® DNA/RNA Virus Mini Kit (STRATEC Molecular
GmbH, Berlim) de acordo com instru¢des do fabricante. As
amostras foram armazenadas em solugdo especifica RNALa-
ter® (Life Technologies) até seu uso para evitar a degradagéo
do RNA amostral.

Apds a extragdo do RNA, o mesmo foi diretamente
submetido a RT-PCR One Step, utilizando o kit Access Qui-
ck™ RT-PCR system (Promega®), conforme instrugdes do
fabricante, utilizando os oligonucleotideos Nf 5’ - GCAA-
AACACACCGACTATGAG - 3’ e Nr 5’ - TAGACCTCA-
GATACTTGCCTC - 3’ (FERREIRA et al., 2009) especifi-

Quadro 2: Primers utilizados na reacdo de PCR

cos para o gene N do aMPV (Quadro 2). As condigdes do
termociclador utilizadas para esta reacdo foram: transcrigdo
reversa a 45 °C por 45 minutos e posteriores 35 ciclos de des-
naturacgdo a 94 °C por 35 segundos, anelamento a 56 °C por
35 segundos, extensdo a 72 °C por 35 segundos e seguido de
uma extensao final de 72 °C por 5 minutos. Os tamanhos de
fragmento esperados eram de 698 pares de base.

Para visualizagdo dos produtos amplificados na
PCR foi aplicado 5 pL de cada amostra em um gel de agaro-
se a 1.0% diluido em tris-acetato-EDTA (TAE) corado com
brometo de etidio. As amostras foram aplicadas no gel e sub-
metidas a uma tensdo de 90 volts por 60 minutos para a rea-
lizagdo da migragdo dos amplicons.

Nome Sequéncia Gene Posicao Referéncia
Nf 5" - GCAAAACACACCGACTATGAG - 3’ N 215-235 )
Ferreira et al. (2009)
Nr 5’ - TAGACCTCAGATACTTGCCTC - 3° N 892-912

Todas as amostras foram testadas para Pasteurella
multocida por isolamento microbiologico convencional (FU-
RIAN et al., 2013) ¢ submetidas a PCR para Mycoplasma
gallisepticum (NASCIMENTO et al., 1991) e Mycoplasma
synoviae (LAUERMAN et al., 1994).

Resultados e Discussao

Todas as 40 amostras testadas por RT-PCR conven-
cional foram negativas para o aMPV, ocorrendo amplifica-
¢do apenas da amostra vacinal (Figura 1). Todas as espécies
utilizadas neste ensaio ndo foram vacinadas para aMPV para
assegurar que os produtos amplificados ndo seriam oriundos
de amostras vacinais. No isolamento para P. multocida nao
houve crescimento caracteristico para este agente no agar
sangue. De mesmo modo, na PCR para M. gallisepticum e
M. synoviae ndo houve amplificagao.

Figura 1: Gel de agarose a 1% corado com Brometo de Eti-
dio. C+ Controle positivo, amostra vacinal atenuada. Pocos
de 1 a 5: amostras de perus com sintomatologia clinica do
aMPV. M: marcador de peso molecular 1 Kb.

M  C+ 1 2 3 4 5

698 pb—>

Boaro et al. (2004) e Toro et al. (1998) ndo detecta-
ram anticorpos contra o aMPV em soros de frangos de corte
no Rio Grande do Sul e no Chile, respectivamente. Porém,
quando utilizado o teste de ELISA, nas amostras chilenas, foi
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reportado 11,1% de soros suspeitos. De acordo com Boaro
et al. (2004), se as amostras fossem coletadas em matrizes
de corte ou de postura com sintomatologia clinica de doenga
respiratoria os resultados obtidos seriam diferentes.

O primeiro relato de infec¢ao aguda no trato respi-
ratorio superior de perus foi na Africa do Sul em 1978 por
Buys e Dupreez (1980). Desde entdo, infecgdes pelo aMPV
em galinhas ou perus, ja foram descritas em outros paises:
Frangca (ANDRAL et al., 1985), no Reino Unido (O’BRIEN,
1985; WILDING et al., 1986) e em outros paises europeus
(COOK et al., 1993, NAYLOR; JONES, 1993). O aMPV
ja foi relatado em Isracl (WEISMAN et al., 1988), Canada
(ZELLEN, 1988), México (DECANINI et al., 1991), Brasil
(ARNS; HAFEZ 1992) e mais recentemente nos EUA (SEN-
NE et al., 1997; COOK et al., 1999) e Coréia (LEE et al.,
2007). Ja na Australia e no Canada, Heckert ¢ Myers (1993),
relataram a auséncia de anticorpos para aMPV. Recentemen-
te Bennett et al. (2004) detectaram o RNA do aMPV em aves
selvagens canadenses. Estes dados sugerem uma distribuic@o
cosmopolita do virus, pelo menos nos paises de alta produgao
avicola industrial, excluindo-se a Australia (COOK, 2000).

A doenga clinica pelo aMPV geralmente ¢ obser-
vada entre os dias dois a 10 pés-infecgao (PI), com a maior
incidéncia e severidade dos sinais clinicos entre os dias cinco
e sete PI (McDOUGALL; COOK, 1986; COOK et al., 1993;
NAYLOR; JONES, 1994; VAN DE ZANDE et al., 1999;
JIRJIS et al., 2002; MARIEN et al., 2005). Em frangos de
corte o genoma viral ja foi detectado até 28 dias PI em sua-
bes clocais (HESS et al., 2004). Banet-Noach et al. (2009) ¢
Cecchinato et al. (2010) evidenciaram a presenca do aMPV
em plantéis de frango de corte vacinado ¢ atribuem essa in-
fecgdo por um subtipo ainda nao incluido em vacinas, ou por
uma possivel reversdo da viruléncia (CATELLI et al., 2006)
ou devido a alta variabilidade genética entre as amostras cir-
culantes a campo (BANET-NOACH et al., 2009; CATELLI
et al., 2010). Segundo Torres et al. (2014), uma vacina que
contenha mais disting@o genética podera permitir uma maior
protecdo contra 0 aMPV devido ao maior nimero de subtipos
do virus presente na vacina.

De acordo com este estudo pode concluir-se que a
durag@o da excregdo viral ¢ limitada e que ndo corre estado
latente do virus tanto em frangos de corte quanto em perus. A
auséncia da detecgdo de genoma viral neste estudo pode ser
justificada devido a idade que as amostras foram coletadas
em perus, com 140 dias no abatedouro, impossibilitando des-
sa maneira a amplificacdo do genoma do aMPV. Entretanto,
esse estudo também mostra que a RT-PCR foi eficiente para
detectar o genoma viral do aMPV, extraido de uma amostra
vacinal atenuada, podendo ser utilizado como uma ferramen-
ta de diagndstico rapido para investigagdo e estudo de casos
de aMPV em criagdes de perus.
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