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RESUMO 

A pesquisa de vírus em aves silvestres tem focado principalmente em 

abordagens orientadas a vigilância de agentes virais zoonóticos ou associadas 

com alta taxa de mortalidade. No entanto, a diversidade viral presente em 

amostras fecais de aves silvestres, especialmente em indivíduos clinicamente 

saudáveis, ainda é pouco explorada. Este estudo teve como objetivo investigar 

a presença de vírus das famílias Spinareoviridae e Astroviridae em amostras 

fecais de aves silvestres (n=417) coletadas de 376 aves, pertencentes as ordens 

Passeriformes (n=361), Apodiformes (n=12), Psittaciformes (n=2) e 

Columbiformes (n=1), abrangendo 91 espécies coletadas entre 2022 e 2023 no 

Parque Estadual Serra do Mar, núcleo Curucutu, São Paulo. A investigação foi 

motivada pela análise do viroma de uma amostra de Troglodytes musculus, que 

apresentou um padrão incomum de migração em gel de poliacrilamida para 

pesquisa de vírus de dsRNA. O sequenciamento massivo da amostra de T. 

musculus (M1580) foi realizado nas plataformas Illumina (MiSeq e NextSeq) 

seguido da análise por meio de classificadores taxonômicos e curadoria manual, 

resultando na identificação de quatro segmentos virais apresentando 

similaridade com a ordem Reovirales (dsRNA) e um contig com similaridade à 

família Astroviridae (ssRNA+). Os quatro segmentos do genoma do reovirus (S1-

S4) foram caracterizados molecularmente, e análises filogenéticas da região 

codificante da RNA polimerase RNA-dependente (RpRd) indicaram que o vírus 

pertence a um novo gênero da família Spinareoviridae, apresentando relação 

filogenética com vírus que infectam insetos e plantas, como os gêneros 

Cypovirus e Oryzavirus. O genoma viral identificado foi provisoriamente 

nomeado como Curucutu reovírus. Foi desenvolvido um ensaio SYBR® Green 

RT-qPCR tendo como alvo a RpRd do reovírus para investigar a presença do 

Curucutu reovírus nas amostras coletadas durante o estudo. Ao total, 5,31% das 

amostras fecais de aves silvestres foram positivas para o reovírus. Embora os 

hábitos alimentares das aves da região não tenham sido avaliados, é provável 

que os achados estejam associados aos hábitos alimentares dos indivíduos 

positivos. Além disso, foi caracterizado o genoma viral pertencente ao gênero 

Avastrovirus (AAstV), filogeneticamente próximo a cepas descritas em 

passeriformes neotropicais. A RT-PCR convencional, direcionada ao gene 

conservado da RpRd dos astrovírus, confirmou a presença do AAstV em 7,7% 

das amostras, representando diversas famílias de aves, incluindo Parulidae, 

Cardinalidae e Thraupidae. Os achados desta pesquisa evidenciam uma 

diversidade viral ainda inexplorada em aves silvestres clinicamente saudáveis da 

Floresta Atlântica, reforçando a importância de estudos voltados à identificação, 

caracterização e compreensão ecológica desses vírus. Ademais, os resultados 

demonstram que padrões de migração em gel de poliacrilamida não são 
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necessariamente indicativos de reovírus infectando o hospedeiro, reforçando a 

complexidade na identificação e caracterização de novos vírus identificados em 

amostras fecais de aves silvestres. 

Palavras-chave: metagenômica; passeriformes; vírus; reovírus; astrovírus. 
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ABSTRACT 

Virus research in wild birds has primarily focused on surveillance-driven 

approaches targeting zoonotic viral agents or those associated with high mortality 

rates. However, the viral diversity present in fecal samples from wild birds, 

especially in clinically healthy individuals, remains largely unexplored. This study 

aimed to investigate the presence of viruses from the families Spinareoviridae 

and Astroviridae in fecal samples from wild birds (n=417) collected from 376 

individuals belonging to the orders Passeriformes (n=361), Apodiformes (n=12), 

Psittaciformes (n=2), and Columbiformes (n=1), covering 91 species collected 

between 2022 and 2023 in the Parque Estadual Serra do Mar, Núcleo Curucutu 

subregion, São Paulo. The investigation was motivated by the virome analysis of 

a Troglodytes musculus sample, which showed an unusual migration pattern in 

polyacrylamide gel used for dsRNA virus screening. High-throughput sequencing 

of the T. musculus sample (M1580) was carried out on Illumina platforms (MiSeq 

and NextSeq), followed by analysis using taxonomic classifiers and manual 

curation. This resulted in the identification of four viral segments showing 

similarity to the order Reovirales (dsRNA) and one contig with similarity to the 

family Astroviridae (ssRNA+). The four segments of the reovirus genome (S1–

S4) were molecularly characterized, and phylogenetic analyses of the RNA-

dependent RNA polymerase (RdRp) coding region indicated that the virus 

belongs to a novel genus within the family Spinareoviridae. It showed 

phylogenetic relationships with viruses infecting insects and plants, such as the 

genera Cypovirus and Oryzavirus. The identified viral genome was provisionally 

named Curucutu reovirus. A SYBR® Green RT-qPCR assay targeting the 

reovirus RdRp was developed to investigate the presence of Curucutu reovirus 

in the samples collected during the study. In total, 5.31% of the wild bird fecal 

samples tested positive for the reovirus. Although the feeding habits of the birds 

in the region were not assessed, it is likely that the findings are associated with 

the dietary behavior of the positive individuals. Additionally, a viral genome 

belonging to the genus Avastrovirus (AAstV) was characterized, showing 

phylogenetic proximity to strains described in neotropical passerines. 

Conventional RT-PCR targeting the conserved RdRp gene of astroviruses 

confirmed the presence of AAstV in 7.7% of the samples, representing various 

bird families, including Parulidae, Cardinalidae, and Thraupidae. The findings of 

this research highlight an as-yet unexplored viral diversity in clinically healthy wild 

birds from the Atlantic Forest, reinforcing the importance of studies aimed at 

identifying, characterizing, and ecologically understanding these viruses. 
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Furthermore, the results demonstrate that polyacrylamide gel migration patterns 

are not necessarily indicative of reoviruses infecting the host, emphasizing the 

complexity involved in the identification and characterization of novel viruses 

found in wild bird fecal samples. 

Key words: metagenomic; passerine birds; viruses; reovirus; astrovirus. 
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1. PREÂMBULO 

 

Esta tese foi elaborada no formato de publicação, conforme as normas do 

Programa de Pós-Graduação em Medicina Veterinária da FMVZ, UNESP, 

Botucatu, São Paulo. O Capítulo 1 contém o preâmbulo, a introdução, e a revisão 

bibliográfica, com ênfase na ordem Reovirales, na família Spinareoviridae, e na 

família Astroviridae, destacando o gênero Avastrovirus. Os Capítulos 2 e 3 

correspondem, respectivamente, ao primeiro e segundo artigos científicos 

resultantes desta tese. O Capítulo 4 apresenta as conclusões gerais e as 

referências bibliográficas.  

A estrutura da tese foi organizada dessa maneira para facilitar a 

compreensão dos resultados obtidos. O Artigo 1 descreve os resultados de uma 

vigilância viral realizada em amostras fecais de aves silvestres do Parque 

Estadual Serra do Mar, em São Paulo, com o objetivo de identificar vírus com 

genoma constituído de dsRNA. Nessa análise, foi identificado um padrão 

migratório não usual em gel de poliacrilamida (PAGE). Uma das amostras com 

esse padrão foi submetida ao sequenciamento de nova geração, resultando na 

identificação de quatro segmentos prováveis de um novo reovírus, nomeado 

provisoriamente como Curucutu reovirus. A análise desses segmentos, 

particularmente da RNA polimerase, sugere a classificação do Curucutu reovirus 

em um novo gênero pertencente à família Spinareoviridae 

Além disso, um dos achados da análise do viroma dessa mesma amostra foi 

o genoma completo de um avastrovírus, o que deu origem ao Artigo 2. O Artigo 

2 descreve a caracterização do genoma completo obtido por sequenciamento de 

nova geração de uma potencial nova espécie associada a passeriformes da Mata 

Atlântica. A partir do genoma recuperado, foi desenvolvido o delineamento 

experimental para a vigilância laboratorial de astrovírus nas amostras de aves 

silvestres previamente coletadas no parque estadual. 
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2. INTRODUÇÃO 

 

A diversidade das aves é subestimada. De acordo com Barrowclough et 

al. (2016), existem mais de 10.000 espécies de aves em todo o mundo, com 

estimativas sugerindo que esse número pode dobrar de tamanho. A classe Aves 

faz parte do clado Tetrapoda, que inclui os vertebrados terrestres, um grupo 

altamente diversificado que habita todos os continentes do planeta. A Mata 

Atlântica é um dos principais centros de biodiversidade de aves, e além de 

apresentar altos níveis de endemismo (MYERS et al., 2000), abriga inúmeras 

espécies em risco de extinção (MURRAY-SMITH et al., 2009). Uma importante 

região da Mata Atlântica é a Serra do Mar, localizada nas regiões Sudeste e Sul 

do Brasil, atualmente reconhecida como a região que apresenta a maior riqueza 

de espécies de aves no estado de São Paulo com 422 espécies descritas até o 

presente momento (SCHUNCK; SILVEIRA; NASCIMENTO, 2019). 

  As aves, com sua distribuição mundial e capacidade de se adaptar a 

diversos ambientes, são boas candidatas para atuar na dispersão de 

microrganismos, incluindo agentes virais (TRUCHADO et al., 2020). Entretanto, 

a pesquisa de vírus em aves silvestres tem focado principalmente em 

abordagens orientadas na vigilância de vírus específicos e que produzem 

infecções zoonóticas e/ou com alta taxa de mortalidade, como o vírus da 

influenza aviária, vírus da doença de Newcastle, vírus do Nilo Ocidental e vírus 

Usutu (LI et al., 2017; BROWN et al., 2017; MICHEL et al., 2018). Portanto, existe 

uma importância intrínseca em expandir o conhecimento sobre os vírus aviários, 

principalmente em populações de passeriformes, pois além de compreenderem 

cerca de 60% da diversidade aviária (CRACRAFT; BRAKER., 2009), os estudos 

de caracterização da diversidade viral em aves silvestres dessa ordem são 

escassos (TRUCHADO et al., 2020).   

Segundo Wille et al. (2021), aves aparentemente saudáveis são capazes 

de sustentar alta diversidade e abundância viral, e agentes etiológicos 

previamente associadas a enfermidades gastroentéricas virais podem não ser 

patogênicos para as aves de vida livre. Além disso, os autores destacam a 

natureza transitória do viroma, principalmente dos vírus constituídos de genoma 
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de RNA, ao longo de faixas etárias e entre períodos de amostragem distintos, 

demonstrando a necessidade de estudos a longo prazo. 

Os vírus entéricos são excretados em alta concentração em fezes de 

indivíduos infectados, em humanos entre 105 e 1011 partículas virais por grama 

de fezes, inclusive em assintomáticos. Portanto, a principal rota de transmissão 

desses agentes é a fecal-oral. Os vírus transmitidos por essa rota geralmente 

são não-envelopados, resistentes a condições de pH baixo, como o encontrado 

no trato digestivo, além de permanecerem viáveis e infectantes por longos 

períodos no ambiente (FARTHING, 1989). 

Alguns estudos foram desenvolvidos  para avaliar a diversidade do viroma 

cloacal de passeriformes silvestres, especificamente na Guiana Francesa e 

Espanha (TRUCHADO et al., 2020), China (SHAN et al., 2022, DAI et al., 2022), 

Australia e Nova Zelândia (CHANG et al., 2020, FRENCH et al., 2022, CUSTER 

et al., 2022), demonstrando a presença de uma diversidade viral composta por 

vírus de RNA e DNA, incluindo vírus da família Astroviridae (ordem Stellavirales) 

e das famílias Sedoreoviridae e Spinareoviridae (ordem Reovirales). 

Dentre os vírus constituídos de RNA fita simples sentido positivo 

(ssRNA+) inclui-se a família Astroviridae. Nessa família o gênero Avastrovirus 

inclui três vírus capazes de infectar aves, provocando ou não doença clínica: 

avastrovírus 1, 2 e 3 (Avastrovirus meleagridis, Avastrovirus galli e Avastrovirus 

intestini, respectivamente (BOSCH et al., 2012; ICTV, 2025). Os vírus 

pertencentes a este gênero possuem considerável diversidade genética, 

evidenciada pela análise da sequência de aminoácidos das ORFs 1b e 2 de 

quatro genomas completos recuperados de aves neotropicais da Guiana 

Francesa (FERNÁNDEZ-CORREA et al., 2019). A descoberta de novas 

espécies destaca o potencial desse gênero viral circular silenciosamente dentro 

de populações silvestres e aves domésticas através de um ciclo de transmissão 

fecal-oral (COOK, 2020, KOCI; SCHULTZ, 2002). 

Outro grupo de vírus encontrados em aves são os vírus classificados na 

ordem Reovirales, que compreende as famílias Sedoreoviridae e 

Spinareoviridae. A primeira abriga o gênero Rotavirus, que atualmente inclui 

onze espécies, das quais três contém vírus que foram isolados exclusivamente 
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