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DETECCAO DE VIRUS EM AMOSTRAS BIOLOGICAS PROVENIENTES DE
MORCEGOSDO ESTADO DO RIO GRANDE DO SUL

Autor: Francisco Esmaile de Sales Lima
Orientadora: Profa. Dra. Ana Claudia Franco

RESUMO

Os morcegos (Ordem Chiroptera) estdo entre as espécies de mamiferos mais
diversificadas e distribuidas no mundo. E reconhecido o papel fundamental que
eles exercem na natureza. Por outro lado, sdo conhecidos como importantes
reservatorios de agentes de doencas infecciosas, dentre os quais virus, até
pouco tempo desconhecidos, que nas Ultimas décadas se tornaram
emergentes em humanos e outras espécies. Dentre os virus RNA emergentes,
destacam-se o SARS-CoV, MERS-CoV, virus Hendra e Nipah e o ultimo a
causar importante surto na Africa, virus Ebola.Mais de 100 espécies de virus ja
foram detectadas em morcegos em todo o mundo, tanto virus RNA, quanto
virus DNA, embora importancia desses ultimos como agentes de zoonoses
ainda nédo tenha sido confirmada. Estudos no Brasil com relagdo a deteccéo de
virus em morcegos sdo praticamente inexistentes, e sdo focados apenas na
vigilancia e epidemiologia do virus rabico. Portanto, este trabalho objetivou a
deteccdo de virus, tanto RNA, quanto DNA, em amostras de morcegos no
estado do Rio Grande do Sul, através de técnicas moleculares e
sequenciamento dos fragmentos obtidos. Identificamos a presenca de virus da
familia Coronaviridae, Circoviridae e Adenoviridae em amostras de fezes e
tecidos de morcegos insetivoros e hematéfagos. A deteccdo de novas espécies
de virus da familia Circoviridae confirma a diversidade viral que estes virus
podem apresentar. Os resultados obtidos por investigacdo ndo podem afirmar
se tais virus apresentam potencial zoonético, mas por serem dados inéditos no
pais, reforcam a importancia da vigilancia e de estudos adicionais para melhor
compreender o papel que diferentes espécies de morcegos tem como
reservatérios de virus que possam ter impacto na saude animal e humana

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
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DETECTION OF VIRUSES IN BIOLOGICAL SAMPLES FROM RIO GRANDE
DO SUL STATE BATS

Author: Francisco Esmaile de Sales Lima
Advisor: Profa. Dra. Ana Claudia Franco

ABSTRACT

Bats (Order Chiroptera) are among the most diverse and worldwide distributed
mammal species. It is recognized the important role they play in nature, but, on
the other hand, they are known as important reservoirs of infectious diseases,
including viruses, until then unknown, that have become emerging in recent
decades. Among RNA viruses of great importance are the SARS-CoV, MERS-
CoV, Hendra and Nipah viruses and the one responsible to cause major
outbreaks in Africa recently, the Ebola virus. More than 100 species of virus
have been detected in bats in the world, both RNA and DNA viruses DNA,
although the latter still hasn't confirmed its importance on zoonosis or the
impact it would cause to the host itself.Studies in Brazil are practically
nonexistent, because they are focused only on surveillance and epidemiology of
rabies virus. Therefore, this work aimed to virus detection, both RNA and DNA
in samples from bats in the State of Rio Grande do Sul, through molecular
techniques and sequencing of the fragments obtained.We identify the presence
of viruses of the family Coronaviridae, Circoviridae and Adenoviridae in stool
samples and tissues. In addition, the discovery of new species of viruses of the
family Circoviridae confirms viral diversity that these bats can carry. The results
obtained in this investigation cannot confirm if such viruses have zoonotic
potential, but as they are the first data published in the country, it underscores
the importance of vigilance and additional studies to better understand the role
that different species of bats have as reservoirs of viruses that may have an
impact on animal and human health.

'Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology. Health Basic Sciences
Institute Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. (86 p.) January,
2014
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RELACAO DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

%: Porcentagem

ADV: Adenovirus

ADV EDS-76: Adenovirus of Egg Drop Syndrome-76
BtAdV-2: Bat Adenovirus type 2

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

CAdV: Canine adenovirus

cap: Gene do capsideo

Cap: Proteina do capsideo

CoV: Coronavirus

DNA: Acido Desoxirribonucleico

EBOV: Ebola virus

F: Fusion Protein

H: hemaglutinina

HeV: Hendra virus

HN: hemaglutinina-neuraminidase
ICTV:International Committee on Taxonomy of Viruses
L: Large Protein

MERS: Middle East Respiratory Syndrome
MERS-CoV: Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus
NiV: Nipah virus

ORF: Open Reading Frame

PCV1: Porcine Circovirus type 1

PCV2: Porcine Circovirus type 2

PPV1:Pipistrellus pipistrellus virus 1

RNA: Acido Ribonucleico

RdRp: RNA-dependent RNA polymerase

rep: Gene da replicase

Rep: Proteina da replicase

SARS: Severe acute respiratory syndrome
SARS-CoV: Severe Acute Respiratory SyndromeCoronavirus
WHO: World Health Organization

ZEBOV: Zaire ebolavirus
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1.INTRODUCAO

Diversos virus podem ser mantidos na natureza por uma ou mais
espécies reservatdrias, na maioria animais silvestres (Taylor et al., 2001).
Eventualmente, estes virus tém a chance de serem transmitidos a outras
espécies animais, o que pode causar infeccdes emergentes. Os fatores que
facilitam a transmissdo destes agentes a partir de um reservatério sdo: a
expansdo da populagdo humana e invasdo de areas de floresta, alteragbes
climaticas, a expansdo de atividades profissionais como a mineracdo e
agropecuéria, o deflorestamento (e consequente aumento da populacdo de
vetores virais como mosquitos), a proliferacdo de animais silvestres, como
roedores em regibes povoadas por humanos, e alteragcbes gendmicas, mais

frequentes principalmente em virus RNA (Chomel et al., 2007).

Como exemplos de reservatoérios de virus podem-se citar: roedores,
macacos, aves silvestres, marsupiais e morcegos, além de artrépodes. Estes
animais podem portar diversos agentes virais, € 0s manter na natureza, através

de infec¢Bes persistentes, sintomaticas ou assintomaticas (Kuiken et al., 2005).

Os morcegos estdo entre os vertebrados mais abundantes, em
namero de espécies e mais dispersos geograficamente. Embora se saiba muito

sobre sua ecologia, informacdes detalhadas ainda sdo necessarias para



explicar as grandes variagbes em sua anatomia, estilo de vida, papel no
ecossistema, e importancia como reservatorios de virus de potencial impacto
para a saude humana e veterinaria (Kunz et al., 2003).Morcegos de diferentes
espécies alimentam-se de insetos, pequenos mamiferos, peixes, sangue, frutas
e pélen. Sado encontrados em todos os continentes com exce¢do da Antartica,
correspondendo a, aproximadamente, 20% de todas as espécies de mamiferos

descritas até o momento (Kunz et al., 2003).

Os morcegos sao reconhecidos como hospedeiros reservatorios de
virus que podem cruzar a barreira inter-espécie (“spillover”) e infectar humanos
e outros mamiferos domésticos e selvagens (Woolhouse et al., 2005). No
entanto, estudos sobre a histéria natural dos morcegos e sua importancia como
hospedeiros reservatorios de virus zoonéticos vem sendo subapreciados,
exceto por seu papel na manutencao e transmissdo do virus da raiva. Apesar
de a percepcdo publica ser negativa em relacdo aos morcegos, eles sdo
elementos criticos para todas as comunidades bidticas terrestres (Calisher et
al., 2006). Eles auxiliam no controle de insetos que podem agir como praga na
agricultura, sdo dispersores de sementes, polinizam plantas que fornecem
alimento para humanos e outras espécies, além do guano, excretado por
eles,servir como fertilizante e combustivel. (Neretti et al., 2003; Sanderson et

al., 2003).

Mitos e incompreensdes sobre o papel dos morcegos no
ecossistema e 0 seu papel como transmissor do virus da raiva para outras
espécies levou a esforcos para extirpar populacbes de morcegos, com sérias
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consequéncias no controle de insetos, sem redugéo na ja baixa incidéncia da

transmissao da raiva pelos morcegos (Mayen, 2003).

Os morcegos tem apresentado importancia destacada como
reservatorios de virus emergentes.Mais de 100 espécies de virus foram
identificadas em diversas espécies de morcegos em todo o mundo (Li et al.,
2010). Alguns destes virus sao conhecidamente agentes de doencas
importantes para humanos e animais, como o virus rabico e outros lissavirus
relacionados. Foi demonstrada a importancia de morcegos como reservatérios
dos paramixovirus Nipah e Hendra ecoronavirus “SARS-like”, sendo os trés
exemplos de virus patogénicos para humanos. Outros virus como filovirus,
alfavirus, flavivirus e buniavirus foram detectados em morcegos, mas ndo se
sabe da real importancia destes animais como reservatorios e transmissores

destes virus (Leroy et al., 2005; Calisher et al., 2006).

A deteccdo e identificacdo de agentes infecciosos em animais
silvestres, seguida de estudos de patogenia e monitoramento das infeccoes,
tém sido utilizadas com sucesso para explorar a relacdo entre virus e
reservatérios e para contribuir com a deteccdo e controle de infeccdes
zoonGticas emergentes (Kuiken et al., 2005). Estes estudos auxiliam
epidemiologistas e profissionais de saude publica na tomada de medidas que
contribuem para a reducgao do risco de infeccédo e para auxiliar na identificacao
de surtos, a exemplo dos estudos sobre a sindrome respiratéria causada pelo

hantavirus (Calisher et al., 2006).



E importante salientar que a grande maioria dos estudos que
comprova a distribuicdo de virus em morcegos tem sido desenvolvida
principalmente na Asia e Australia, e mais recentemente na Africa, Europa e
América do Norte. No Brasil, a exce¢cdo do monitoramento de morcegos
portadores do virus rabico, feito regularmente em &reas de prevaléncia de
morcegos hematofagos, o monitoramento de agentes infecciosos em morcegos
no Pais €& praticamente inexistente. Consequentemente, apesar do Brasil
possuir cerca de 140 espécies das 1.000 conhecidas no mundo, sendo 3
hematofagas, 87 insetivoras, 49 frugivoras e nectarivoras e 5 carnivoras,
pouco se sabe sobre os virus que esses animais mantém e dispersam na
natureza. Entre os estudos sobre virus encontrados em morcegos coletados
em diferentes regifes do Pais até o momento, ha a descricdo de adenovirus,
buniavirus, paramixovirus e coronavirus (Calisher et al., 1982; Wanzeller et al.,

2002; Wang et al., 2007; Brandao et al., 2008; Lima et al., 2013a; 2013b).

1.2. Objetivos gerais

e Deteccao dos principais virus RNA e DNA em amostras biologicas
de diferentes espécies de morcegos encontrados no Rio Grande do Sul;

e Contribuir para monitoramento e controle de infeccdes virais

emergentes transmitidas por estes morcegos.

1.2.1 Objetivos especificos
e Desenvolvimento e padronizacdo de métodos para extrair acidos

nucléicos virais em amostras de morcegos;



e Desenvolver e otimizar métodos de amplificacdo de DNA e RNA
para deteccao;

e |dentificagdo de virus emergentes em amostras biologicas de
morcegos insetivoros, frugivoros e hematéfagos do estado do Rio Grande do

Sul.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Morcegos: Aspectos Ecoldgicos e Biolégicos
Ha, atualmente mais de 4600 espécies de mamiferos conhecidas
(Classe Mammalia). A maior ordem dentro desta classe consiste dos roedores

(Ordem Rodentia), com mais de 2000 espécies descritas até o momento.

Os morcegos representam a segunda maior ordem dentro dos
mamiferos(Ordem Chiroptera), tendo sido descritas mais de 930 espécies de
morcegos, 0S quais representam 20% de todas as espécies de mamiferos
(Teeling et al.,, 2005). H& duas subordens dentro da ordem Chiroptera:
Megachiroptera e Microchiroptera. Pteropodidae (raposas voadoras) é a Unica
familia dentro da subordem Megachiroptera (166 espécies) e alimentam-se,
principalmente, de frutas (Maryanto et al., 2012). H4 16 familias dentro da
subordem Microchiroptera (mais de 760 espécies) com grande diversidade

biolégica e ecoldgica (Simmons, 2005).

Morcegos s@o encontrados em todos o0s continentes, exceto nas
regides polares e algumas ilhas oceéanicas. Representantes da subordem
Megachiroptera ocorrem na Oceania e Asia, enquanto que os membros da
subordem Microchiroptera apresentam distribuicdo mundial.A natureza de sua

dieta é igualmente diversa, variando de plantas, insetos, animais e sao



osunicos entre os mamiferos ao se alimentarem também de sangue.

A diversidade das espécies de morcegos, e algumas de suas
caracteristicas biologicas e ecologicas, 0s permite tornarem-se 0s hospedeiros
de um grande numero de agentes infecciosos de importancia médica (Dobson,
2005). A maioria das espécies possuem habitos noturnos e buscam por abrigo
durante o dia. Algumas poucas espécies possuem habitos diurnos. Os seus
abrigos podem abranger de um ambiente natural a construcfes feitas pelo
homem e podem ser temporarios ou permanentes. Abrigos naturais podem ser
encontrados em cavernas, fendas de rochas, ninhos de passaros, cavidades
em arvores ou podem ficar expostos nos galhos de arvores. Habitats feitos pelo
homem incluem: minas, tamulos, edificios, pontes, entre outros. A ocupacao
em habitats construidos pelo homem pode levar 0os morcegos a uma
associacdo mais préxima com humanos, seus animais de companhia ou de
producdo (Kunz et al., 2005). O potencial impacto disto é constatado na
transmissao de alguns patdgenos, tais como o virus da raiva de morcegos peri
domésticos a humanos e ao rebanho (Badrane & Tordo, 2001). O numero de
morcegos em cada colbnia varia enormemente, desde menos de 10 a até 200
000 individuos. O grande numero de individuos, junto aos seus habitos sociais,
como lambeduras, relagdes mutuas e mordidas durante a copula, facilitam a

transmissdo de agentes infecciosos entre eles, através do contato direto,

aerossois ou vetores artropodes (Calisher et al., 2006).

Quanto aos seus habitos alimentares, estes podem ser divididos em

insetivoros, carnivoros, onivoros e sanguivoros. O habito de se alimentar de
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sangue estd limitado a apenas trés espécies de morcegos hematéfagos,
Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngi, todos pertencendo a
familia Phyllostomidae e encontrados somente na América Latina (Neuweiler,
2000). A dieta dos morcegos pode néo ter relacdo direta com a natureza dos
patébgenos que eles carreiam, ja que o mesmo grupo de agentes infecciosos
pode ser carreado por diferentes espécies de morcegos com diferentes hbitos
alimentares. Entretanto, a busca por alimentos pode trazer certos morcegos ao
contato mais préximo com humanos e outros animais, assim, facilitando a
transmissdo interespécie de agentes infecciosos (Dobson, 2005). Tais
interacdes frequentemente ocorrem como um resultado de perturbagdes no
ambiente natural ou artificial e tem sido implicados na transmissdo dos virus
Nipah, virus da raiva e o virus Ebola aos primatas (Aguiar-Setien et al., 2005;

Pourrut et al., 2007; Epstein et al., 2008).

Morcegos tém a habilidade de voar por longas distancias a partir do
local de abrigo em busca por alimento. Ao confrontar o inverno, ou a falta de
alimentos, os morcegos podem hibernar ou migrar. A migracdo sazonal foi
observada em morcegos que habitam ambientes temperados e tropicais,
ereflete substanciais mudancas sazonais no suprimento de alimento e/ou
temperatura (Speakman & Thomas, 2003). A distancia maxima de migracao de

espécies de morcegos ja estudadas varia de 200-300 km a quase 2000 km.

Apesar de serem, em sua maioria,animais pequenos, 0S morcegos
tém uma vida relativamente longa. Muitas espécies vivem por mais de 10-20

anos e algumas espécies vivem por mais de 30 anos no ambiente silvestre. A
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longevidade do hospedeiro facilita a persisténcia de agentes infecciosos em
morcegos e assim, aumenta a chance de disseminacdo natural ou acidental em

novas areas geograficas (Fleming & Eby, 2003).

Dentre os hospedeiros vertebradosde patdégenos zoonoéticos, 0S
morcegos sao considerados menos importantes do que os ungulados,
carnivoros, roedores e primatas, em termos de prevaléncia (Woolhouse &
Gowtage-Sequeria, 2005). No entanto, os morcegos podem albergar(e
excretar) um numero relativamente grande de patdgenos potenciais conhecidos
(O’Shea et al., 2014). A transmissao de virus dos morcegos ao homem pode
ocorrer de muitas formas, sendo o contato direto através de mordeduras e
arranhdes os exemplos mais evidentes.Vetores artropodes podem servir como
um modo alternativo de transmisséo de patégenos entre morcegos e humanos.
Importantes categorias de artropodes incluem: mosquitos, moscas, e
ectoparasitas infestando morcegos, tais como carrapatos, piolhos e pulgas.
Insetos podem se alimentar tanto em morcegos quanto em humanos, como ja
demonstrado em estudos entomoldgicos e virologicos (Lampo et al., 2000).
Ainda ndo ha evidéncias que impliguem um papel ativo desses vetores na
transmissao de doencas, provavelmente pela falta de combinacdes eficientes

vetor-patdgeno ou especificidade hospedeira dos vetores.
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2.2 Virus RNA identificados em morcegos e patogénicos aos

humanos

2.2.1 Coronaviridae

Os coronavirus (CoVs) sdo membros da familia Coronaviridae, a
qual é dividida em duas subfamilias, Torovirinae e Coronavirinae.A subfamilia
Coronavirinae € dividida nos géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Deltacoronavirus e Gammacoronavirus(Woo et al.,, 2012). Sao virus
envelopados, contendo um genoma de RNA de fita simples e polaridade
positiva. Seus genomas possuem, aproximadamente 27 a 32 kb de
comprimento, contendo de 7 a 14 fases de leitura aberta (ORFs) (Woo et al.,
2009). Seis principais ORFs codificam o complexo polimerase (ORFla e
ORF1b), a glicoproteina spike (S), a proteina do envelope (E), a glicoproteina
de membrana (M) e a proteina do nucleocapsideo (N) presentes em todos 0s
coronavirus (Poon et al., 2005).Coronavirus sao conhecidos por terem diversos

animais hospedeiros, desde mamiferos a espécies de aves (Woo et al., 2012).

Infec¢Bes por coronavirus humanos sdo comumentecausadas pelos
coronavirus humanos 229E e OC43, os quais resultam normalmente no
resfriado comum (Chu et al., 2009). Porém, oscoronavirus se tornaram foco de
pesquisa desde a epidemia global da Sindrome Respiratdria Severa Aguda
(SARS), causada pelo SARS-CoV. Os primeiros casos de SARS, cuja etiologia
era desconhecida, ocorreram no final de 2002 no sudoeste da China, quando
um funcionario de um restauranteteve contato prévio com animais silvestres,

que foram servidos como iguaria nesta localidade (Zhong et al., 2003). A partir
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desse primeiro caso da infeccdo, outros casos de pneumonia atipica grave,
com alto indice de contaminacdo entre os familiares e profissionais de saude
gue os atendiam, foram relatados. Um nefrologista de Guangdong que viajou
para Hong Kong pode ter sido o responsavel pela disseminacéo do virus pelo
continente asiatico; esse paciente evoluiu para uma deficiéncia respiratéria

grave e morte no hospital de Hong Kong (Chim & Lo, 2004).

A emergéncia dessa nova infeccdo viral, junto ao histérico de
contatos entre 0s pacientes na mesma regido, levou a busca por um animal
que fosse o reservatorio do SARS-CoV (Guan et al., 2003).0s mercados de
varejo de animais vivos na regido dos surtos foram investigados e evidéncias
de infec¢do foram encontradas nas civetas do Himalaia (Paguma larvata), em
furbes chineses (Melogale moschata) e em caes guaxinim (Nyctereutes
procyonides) (Guan et al., 2003). Evidéncias posteriores de transmisséo
zoonodtica de SARS-CoV vieram de estudos que mostraram gque negociantes de
animais silvestres e funcionarios de abatedouros apresentavam
soroprevaléncia significativamente maior contra SARS-CoV (20 a 45%) do que
aguelas pessoas que negociavam vegetais e populacdes controle (0 a 5%)
(Kuiken et al., 2003; Martina et al., 2003; McCaullife et al., 2004; Greenough et

al., 2005; Roberts et al., 2005).

Apés evidéncias de que animais silvestres, que séo utilizados no
consumo humano, foram a principal fonte de infeccdo do SARS-CoV, medidas
de controle durante a epidemia de SARS na China foram tomadas,com a

restricio nas vendas e consumo destes animais. Ao contrario de outros
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patbgenos zoondéticos que possuem dificuldade em cruzar a barreira
interespécie, 0 SARS-CoV € notavel por disseminar-se prontamente, inclusive
de pessoa a pessoa (Chim & Lo, 2004).Essa foi uma caracteristica
proeminente durante a epidemia de SARS, na qual, pelo menos, 1/5 de todos
0os casos da doenca no mundo foi identificado em trabalhadores da area da

saude (Yang et al., 2004).

O aparecimento repentino do SARS-CoV foi, como dito acima,
inicialmente relacionado as civetas e animais silvestres relacionados que eram
consumidos e vendidos nos mercados do sudoeste da China (Guan et al.,
2003; Zhong et al., 2003). Estudos posteriores, entretanto, ndo confirmaram
uma frequéncia significativa de soropositivos ou mesmo portadores do virus
entre as civetas selvagens ou de cativeiro, sugerindo que essa espécie nao era
o reservatério primario do SARS-CoV na natureza. Pelo contrario, esses
resultados indicavam que as civetas eram um hospedeiro secundario que
serviu para amplificar a carga viral e, por estarem em amplo contato com

humanos, proporcionarama transmisséo aos mesmos (Li et al., 2005).

A busca pelo reservatério primario do SARS-CoV levou a procura
por coronavirus entre outros animais silvestres e morcegos do Sudeste
Asidtico. Umbetacoronavirus foi detectado em morcegos “horseshoe”
(Rhinolophus sinicu) em Hong Kong, o qual é, atualmente, chamado “bat
SARS-CoV” (Lau et al., 2005). Estudos posteriores demonstraram que esse
virus apresenta uma identidade de, aproximadamente 90% a nivel

denucleotideos com relagdo ao SARS-CoV. A partir dai assumiu-se que 0s
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morcegos poderiam servir como um reservatorio natural do SARS-CoV e que
as civetas adquiriram o virus a partir dos morcegos, passando assim, aos

humanos (Chu et al., 2008).

Recentemente, um novo coronavirus relacionado a infeccbes
respiratorias graves de humanos vem causando preocupacdo na comunidade
cientifica. Esse virus foi identificado no Oriente Médio em 2012 (MERS-CoV), e
até o momento infec¢des foram confirmadas em 572 pessoas no mundo, com
letalidade de 30 % (Lin et al., 2014). Esse virus é filogeneticamente relacionado
ao SARS-CoV e, aparentemente, o reservatorio intermediario desse virus
seriam dromedarios, embora estudos epidemiologicos demostraram a presenca
de um betacoronavirus com 100% de identidade nucleotidica ao MERS-CoV
em amostras de fezes de uma espécie de morcego na Arabia Saudita (Memish
et al., 2013). E provavel que os reservatorios principais do MERS-CoV sejam,

assim como no caso do SARS-CoV, morcegos (Memish et al., 2013).

A partir dos surtos de infeccdes pelo SARS-CoV e antes da
emergéncia do MERS-CoV, pelo menos 30 coronavirus previamente
desconhecidos de humanos, encontrados em varios reservatorios animais
foram descritos em anos recentes, incluindo CoVs relacionados ao SARS e
CoVs de todos os quatro géneros da subfamilia Coronavirinae (Woo et al.,
2012). Esses estudos tem auxiliado na melhor compreensdo sobre a
diversidade e complexidade dos CoVs (Woo et al., 2009). Pelo fato de novos
coronavirus terem sido detectados em diversas espécies de morcegos em

diferentes continentes, pode-se sugerir que eles sdo, provavelmente, uma fonte
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de introducdo de CoV em outras espécies e que, possivelmente, tem um papel

importante na ecologia e evolugdo dos CoVs (Chu et al., 2008).

2.2.2 Paramyxoviridae

A familia Paramyxoviridade, da ordem Mononegavirales,
compreende virus de RNA de fita simples ndo-segmentado e polaridade
negativa responsaveis por inUmeras doencas em animais e humanos. Sao
virus envelopados e seu genoma pode variar de 15-19 kilobases, contendo de
6 a 10 genes que codificam as trés principais proteinas que formam o
complexo da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), a proteina do
nucleocapsideo (N), a fosfoproteina (P) e a proteina (L) da subunidade
catalitica da RdRp. Além disso, também foram identificadas a proteina de fuséo
(F), a hemaglutinina (H), a hemaglutinina-neuranimidase (HN) e a proteina G,
que tem atividade de adesdo, mas sem atividade de hemaglutinacdo, ou

neuranimidase (McCarthy & Goodman, 2010).

Os paramixovirus sdo patégenos comuns dos humanos.
Representantes importantes incluem membros dos génerosRespirovirus (virus
da parainfluenza humana 1 e 3), Rubulavirus (virus da parainfluenza humana
tipo 2 e 4 e o virus da caxumba), Morbillivirus (virus do sarampo) e
Metapneumovirus (Rima et al.,, 1995). Um dos primeiros paramixovirus
identificados em morcegos foi o Virus da parainfluenza do tipo 2, a partir do
morcego frugivoro Rousettusleschenaulti, na India (Pavri et al., 1971). O virus
Mapuera foi o segundo paramixovirus isolado de um morcego da espécie

(Sturnira lilium), no Brasil, em 1979. Ambos nao causam infecgcdes em
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humanos (Henderson et al., 1995). A importancia dos paramixovirus em
morcegos, entretanto, tornou-se evidente nos anos 90, com a ocorréncia de
dois surtos em humanos e animais. Com isto, um novo género, Henipavirus, foi
proposto para abranger estes dois paramixovirus que sao patogénicos aos
humanos, denominados Hendra e Nipah (Baldock et al., 1996; Chua et al.,
2000).0s primeiros surtos causados por esses dois virus estdo descritos a

seqguir.

Em 1994, um surto fatal de uma sindrome respiratéria hiperaguda
ocorreu em cavalos em Queensland, Australia. Dois homens (o tratador do
cavalo, e o veterinario que realizou a necropsia) que tiveram contato com esses
cavalos, foram infectados e desenvolveram uma doenca semelhante a
influenza. Eles faleceram por falhas respiratoria e renal, e um virus foi isolado
dos pacientes, assim como dos cavalos, e depois chamado Hendra virus (HeV)
(Selvey et al., 1995; Baldock et al., 1996). ApGs os surtos iniciais das infec¢des
pelo HeV, uma investigacéo soroldgica na Australia, envolvendo 5264 soros de
46 espécies de animais terrestres, falhou em mostrar qualquer evidéncia de
infeccdo por este novo virus. Entretanto, soropositividade foi detectada em
morcegos frugivoros da familia Pteropodidae, conhecidos como “raposas
voadoras” (Young et al.,, 1996; Halpin et al., 2000; Field et al., 2001).
Posteriormente, uma analise retrospectiva em soros de morcegos mostrou que
o virus estava circulando nesses animais antes de 1982 e, em algumas
investigagcfes, uma soroprevaléncia maior que 50% foi documentada (Field et

al., 2001). Como acontece com muitas infecgcOes associadas a morcegos, 0
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virus Hendra ndo causa doenca ou patologia em morcegos. A rota de
transmissdo dos morcegos “‘raposas voadoras® aos cavalos n&o foi
concretamente estabelecida, entretanto, a exposicdo a urina infectada foi
considerada possivel. A rota de transmissdo aos humanos, ja que estes
desenvolveram a sindrome ap0s o contato com cavalos, provavelmente foi o

contato com secrecdes respiratérias dos animais (Field, 2005).

Em 1999, um surto de encefalite ocorreu, inicialmente em criadouros
de suinos na Malasia. O agente etiologico desta doenca era um novo
paramixovirus, chamado Nipah virus (NiV), que, apés infectar humanos, foi
isolado do fluido cérebro-espinhal dos pacientes. Pelo menos 265 humanos
foram envolvidos no surto, com uma taxa de letalidade de 40%, sendo que 15%
dos sobreviventes apresentaram déficits neurolégicos (Chua et al., 2000). O
surto em humanos foi precedido de mortes subitas e massivas de porcos,
devido a uma sindrome respiratéria e encefalite. Um contato préximo com os
suinos infectados foi confirmado como o principal fator de risco para aquisicédo
da infeccdo (Chua et al., 2000; Goh et al., 2000). A presenca do virus em
secrecdes respiratérias e urina de suinos infectados sugeriu que o contato com
estas secrecoes €é a provavel rota de transmissdo. Entretanto,
aproximadamente 8% dos pacientes ndo possuiam um histérico de contato
com suinos. Sendo assim, cdes eram suspeitos de ser um possivel vetor para
a transmissao, ja que eles também podem ser infectados pelo NiV (Mills et
al.,2009). O controle desse surto foi obtido somente apds o abate de mais de

um milh&o de suinos (Johara et al., 2001).
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Estudos de vigilancia sobre a vida selvagem identificaram as
raposas voadoras da Malasia (Pteropus vampyrus e Pteropus hypomelanus)
como provaveis hospedeiros naturais de NiV (Johara et al., 2001). Estudos
subsequentes também encontraram evidéncias soroldgicas de infeccdo por NiV
em diferentes espécies de raposas voadoras na India, Cambddia e em
Bangladesh (Olson et al., 2002; Hsu et al., 2004, Wacharapluesadee et al.,
2005). Apos os surtos de NiV na Malasia, cinco outros surtos de uma doenca
associada ao NiV foram descritas em Bangladesh entre 2001 e 2005, levando a
Obito 78 pacientes dos 122 casos reconhecidos pelos 6rgdos de saude de
Bangladesh (Hsu et al., 2004; Harcourt et al., 2005). Muitas das caracteristicas
do surto ocorrido em Bangladesh foram semelhantes aquelas que ocorreram
na Maldsia: reconhecimento tardio, apresentacdo de sintomatologia febril e
neurolégica e um alto indice de letalidade. Por outro lado, o surto em
Bangladesh néo foi associado com doencas em suinos e evidéncias indicaram
transmissdo humana horizontal. Além disso, o padrédo do surto de Bangladesh
sugeriu uma ocorréncia esporadica e geograficamente dispersa da infeccdo em
humanos (Harcourt et al., 2005). Essa ocorréncia dispersa pode estar ligada a
possibilidade, ainda ndo comprovada, de uma transmissao direta entre
morcegos e humanos através da exposi¢ao acidental aos morcegos ou as suas
secrecdes. Embora o virus tenha sido detectado em amostras de urina de
morcegos da regido, o NiV ndo foi associado a doenca clinica nessas espécies

(Eaton et al., 2006).
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A descoberta dos henipavirus teve um significante impacto na
compreensao da diversidade genética, evolugdo viral e alcance de hospedeiros
pelos paramixovirus. Paramixovirus, como o virus do sarampo e da cinomose,
sao tradicionalmente considerados por terem uma estreita gama de
hospedeiros e por apresentarem caracteristicas gendémicas semelhantes (Lamb
& Parks, 2007). Os henipavirus mudaram este paradigma em todos o0s
sentidos, ja que podem infectar uma gama hospedeira mais ampla e possuem
um genoma significativamente maior do que outros géneros dessa familia

(Eaton et al., 2007).

Além dos Henipavirus outros paramixovirus foram identificados em
morcegos, embora com menor impacto na saude de outros animais e de
humanos. Em 1997, porcas em Nova Gales do Sul, na Australia, apresentaram
uma queda na taxa de prenhez e também no tamanho da ninhada. Houve um
aumento de leitbes mumificados e deformados. Os leitdes afetados
apresentavam uma severa degeneracao do sistema nervoso central e alguns,
miocardite (Philbey et al., 1998). Subsequentemente, um novo virus - chamado
virus Menangle- foi isolado de leitbes infectados. Dentre as 251 pessoas que
tinham contato com o0s suinos nas granjas, duas eram soropositivas para o
virus. Ambos os pacientes desenvolveram uma doenca febril, com dor de
cabeca, mal-estar, mialgia e erup¢fes cutaneas, sem qualquer sequela a longo
prazo (Chant et al.,, 1998). As “raposas voadoras” Pteropus policephalus e
P.alecto foram soropositivas para o virus Menangle. A rota de transmissao do

virus Menangle a partir dos morcegos aos suinos e humanos ainda é
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desconhecida. O sequenciamento completo do genoma do Menangle
confirmou sua posicéo na familia Paramyxoviridae (Philbey et al., 1998; Philbey

et al., 1999; Westenberg et al., 1999).

Como resultado do aumento da vigilancia para virus associados a
morcegos no sudoeste asiatico e Oceania, dois outros paramixovirus foram
descritos: o virus Tioman e o virus Cedar. O virus Tioman foi isolado da urina
do morcego Pteropus hypomelanus,na Malasia (Chua et al., 2001). Com base
na identificacdo da sequencia de nucleotideos, esse virus foi classificado no
género Rubulavirus (Chua et al., 2002). Infec¢cdes em humanos por este virus
ainda ndo foram descritas. O virus Cedar foi isolado em células de cultivo
primario de rins de morcegos, a partir de amostras de urinas da espécie
Pteropus alecto(Marsh et al.,, 2012).Estudos de infeccdo experimental em
camundongos e cobaios mostraram que esse virus ndo se multiplica nessas
espécies, 0 que descarta, at¢é o momento, a hipotese de que ele possa

atravessar a barreira interespécie (Marsh et al., 2012).

2.2.3 Filoviridae

Os filovirus, conhecidos por causarem infec¢fes fatais em humanos,
pertencem a dois géneros: Marburgvirus eEbolavirus. Este udltimo contém
quatro espécies: Sudan, Zaire, Reston e Costa do Marfim. Pertencem a familia
Filoviridae, ordem Mononegavirales. O virion € pleomoérfico, produzindo tanto
as formas em “U”, a forma em “6” ou também circular, mas as formas
predominantes do virion, observadas por microscopia eletrénica, sdo de longas

estruturas tubulares. Eles contém uma molécula de RNA de fita simples e
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polaridade negativa de 19 kb(Kuhn et al., 2011). Ambos os géneros
Marburgvirus e o Ebolavirus sio endémicos na Africa, exceto pelo Ebola
Reston que foi identificado nos Estados Unidos, na cidade de Reston, em
primatas importados das Filipinas (Barrete et al., 2009). Esses virus causam
tipicamente uma febre hemorragica em humanos, com alta letalidade (até 90

%).

O mais recente surto de febre hemorragica causada pelo virus Ebola
(EBOV) comecou em marco de 2014, atingindo paises como Libéria, Guiné e
Serra Leoa, na Africa Ocidental. Este é considerado um dos piores surtos de
Ebola na histéria, pois ja provocou mais de 300 fatalidades, entre 413 casos
suspeitos até o momento (CDC, 2014). Amostras de sangue obtidas de
pacientes infectados durante esse surto confirmam, através da analise
filogenética completa do virus, que ele forma um grupo separado dos EBOV ja
caracterizados em Guiné, mas com estreita relacdo (97% de identidade) com
outras cepas de EBOV conhecidas (virus Ebola - Zaire, por exemplo). Sugere-
se que o virus da Guiné evoluiu em paralelo com cepas da Republica

Democratica do Congo e Gabao (Baize et al., 2014).

Infeccbes em humanos devido aos filovirus, tipicamente, ocorrem
em surtos, devido a transmisséo interpessoal e nosocomial, com indices de
letalidade que podem alcancar 75 a 90 % (Pourrut et al., 2005). As infec¢cbes
humanas, na maioria dos casos, foram associadas ao contato com primatas
nao-humanos que, geralmente, adoecem ou morrem como resultado da

infeccdo pelo filovirus. Os primatas, entretanto, ndo s&o considerados
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reservatorios importantes na natureza, uma vez que eles normalmente morrem
da infeccéo. Estudos epidemioldgicos sugeriram que os surtos de infecgdo por
filovirus em humanos, provavelmente, ndo ocorreram como resultado de uma
transmissdo direta interespécie com primatas, mas sim, devido ao contato

indireto com um animal desconhecido, até 0 momento (Swanepoel et al., 1996).

As primeiras evidéncias de que morcegos poderiam estar envolvidos
na cadeia de transmissao de filovirus surgiram com um estudo em que 19
espécies de vertebrados e invertebrados foram inoculadas experimentalmente
com Ebolavirus. Nesse trabalho foi observado que tanto morcegos insetivoros
quanto frugivoros podem replicar e disseminar esse virus (Swanepoel et al.,
1996). Desde entdo, as pesquisas se direcionaram aos morcegos Como
potencias reservatorios de Ebolavirus. De fato, um estudo sorolégico revelou a
presenca de anticorpos especificos para o virus Ebola-Zaire em seis espécies
de morcegos capturadas (Epomops franqueti, Hypsignathus monstrosus,
Myonycteris torquata, Micropteropus pusillus, Mops condylurus and Rousettus
aegyptiacus) (Pourrut et al. 2005). Posteriormente, sangue e tecidos de 44
espécies de morcegos do Suddo e Congo foram coletados e estudos de
deteccdo, de patogenicidade e de inoculacdo experimental foram realizados
para melhorar a compreensdo dos ciclos de transmissédo dos filovirus a partir

desses animais (Leroy et al., 2009).

Sequéncias de é&acidos nucléicos de filovirus também foram
encontradas em trés espécies de morcegos frugivoros durante surtos de febre

hemorragica entre os anos de 2001 e 2003 no Gabéao e na Republica do Congo
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(Leroy et al., 2005). Essa indicagdo de circulagdo de filovirus nesses morcegos
foi corroborada em um estudo retrospectivo em que amostras coletadas na
mesma regido entre 1998 e 2000 foram analisadas. Nessa época, houve um
surto de febre hemorragica em humanos por Marburgvirus, também na
Republica do Congo. Esse surto foi caracterizado porocorréncias de infecgdes
em trabalhadores de uma mina, na qual um grande numero de morcegos
estava presente (Swanepoel et al., 2007).Diversas linhagens genéticas do virus
Marburg foram detectadas em morcegos frugivoros (Rhinolophus aegypticus),
e em duas espécies de morcegos insetivoros encontrados na mina
(Rhinolophus eloquens e Miniopteurs inflatus). Além disso, estas linhagens
correspondiam aquelas isoladas de humanos que trabalhavam na mina

(Muyembe-Tamfum et al., 2012).

Recentemente, um terceiro género dentro da familia Filoviridae foi
sugerido em estudos realizados em um distinto nicho geografico, o que sugere
uma grande diversidade e potencial de distribuicdo dos filovirus. Trata-se do
Cuevavirus, que foi detectado em amostras de morcegos insetivoros (género
Myotis) na Espanha. Este novo virus possui 74% de identidade com o
Ebolavirus Zaire e estudos histopatolégicos, feitos a partir de tecidos dos
morcegos infectados, demostraram que este virus € patogénico aos morcegos,

diferentemente do Marburgvirus e Ebolavirus(Negredo et al., 2011).

Apesar de demonstrada a presenca do acido nucleico do EBOV, ou
mesmo de anticorpos anti-viraisem morcegos, 0 virus nunca foi isolado a partir

deles, ou de qualquer outro possivel animal reservatério até o momento.
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Entretanto, o isolamento de Marburgvirus a partir de morcegos frugivoros
(Towner et al., 2009) reforca a suposicdo de que os morcegos sao fortes
candidatos a reservatérios de EBOV. Baseado nesta hipotese, um modelo de
disseminacgdo do virus foi proposto. Neste, os morcegos poderiam transmitir o
virus diretamente aos humanos e primatas ndo humanos, ou através de um

vetor desconhecido (Muyembe-Tamfum et al., 2012).

2.3 Virus DNA detectados em morcegos e objetos de estudo

neste trabalho

2.3.1 Circoviridae
Os membros da familia Circoviridae sdo conhecidos por infectar
uma ampla gama de hospedeiros vertebrados. S&o virus ndo-envelopados,
com diametro variando de 17 a 24 nm e genoma de DNA circular de fita

simples, que varia de 1,7 a 2kb (Fauquet & Fargette, 2005).

A familia Circoviridae contém dois géneros bem caracterizados:
Gyrovirus e Circovirus e somente recentemente foi incluido um novo género,
nomeado Cyclovirus. No género Gyrovirus estdo classificados o virus da
anemia das galinhas (CAV), o gyrovirus aviario tipo 2 (AGV2) e o gyrovirus
humano tipo 1 (HGV1) (Noteborn et al., 1991; dos Santos et al., 2011; Rijsewijk
et al.,, 2011; Sauvage et al., 2011).Gyroviruspossuem genoma em sentido
negativo, ao contrario dosCircovirus, que possuem genoma codificado por
dupla polaridade (positivo e negativo). Esses virus possuem duas fases de
leitura abertas (ORFs) organizadas inversamente e responsaveis por codificar
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as proteinas replicase (Rep) e do capsideo (Cap). Essas ORFs sdo separadas
por uma regido 3 intergénica entre os codons de terminacdo e uma regido 5

intergénica entre os codons de iniciacéo (Li et al., 2010).

Até o0 momento, apenas dois circovirus demonstraram ser capazes
de replicar extensivamente mamiferos, os circovirus suino tipos 1 e 2 (PCV1 e
PCV2). Desses, o PCV1 é considerado ndo-patogénico, enquanto a infeccao
pelo PCV2 pode ser tanto assintomatica, quanto causar uma variedade de
sinais clinicos com um significativo impacto econdmico (Opriessnig et al., 2007;

Grau-Roma et al., 2011).

Estudos de metagendmica, utilizando técnicas de sequenciamento
de altodesempenho, levaram a deteccdo de pequenos genomas circulares de
DNA contendo 0 gene rep a partir de amostras de mamiferos e de insetos.
Entretanto, estas detec¢cdes ndo estavam associadas a qualquer doenca nos
individuos analisados (Li et al., 2010; Ge et al., 2011). Muitos desses genomas
sdo semelhantes aos circovirus, mas filogeneticamente diferentes dos
circovirus aviarios e suinos (Ge et al.,, 2011). Suas diferencas filogenéticas
permitiram aos pesquisadores agrupa-los no novo género Cyclovirus, o qual
possui um genoma bem menor que 0s outros géneros (aproximadamente 1,
7kb). Nesses virus 0s genes rep e cap Sao menores, com uma curta, ou
nenhuma regido 3" intergénica e uma reigdo 5" intergénica maior (Li et al.,

2010).

Abordagens moleculares utilizando PCR consensus direcionadas a

regido rep,conservada entre os circovirus e o0s cyclovirus, demonstrou a
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presenca destes virus em fezes humanas do Paquistdo, Tunisia e Nigéria,
assim como em amostras de chimpanzés africanos, sendo que estas
deteccbes ndo estavam associadas a qualquer doenca nos individuos
analisados (Li et al., 2011). DNA de ciclovirus também foi detectado em
amostras de carnes de bovinos, caprinos, frangos e camelos da Nigéria e
Paquistdo, como também em amostras de carne de suino nos Estados Unidos

(Li et al., 2010, 2011).

Cyclovirus também tem sido identificados em fezes de morcegos dos
Estudos Unidos e China (Li et al., 2010; Ge et al.,, 2011). Além disso, foi
encontrado também em tecidos musculares de morcegos, 0 que
provavelmente, demonstra a probabilidade de replicacdo viral nesses animais

silvestres (Li et al., 2011).

No mesmo estudo em que ciclovirus foram descritos em fezes de
morcegos China, foram encontradas sequencias que formam um novo cladoda
familia Circoviridae, distinto de outras sequencias obtidas de passaros, suinos,
e morcegos da mesma regido geografica. Foi sugerido que essas sequéncias
se agrupam, filogeneticamente, ficando fora do género Cyclovirus (Ge et al.,

2011).

2.3.2 Adenoviridae

Membros da familia Adenoviridae sdo virus nao-envelopados,
icosaédricos, com aproximadamente 70 a 100 nm de diametro. A familia é
dividida em cinco grupos: Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus,

Ictadenovirus e Siadenovirus. Seu genoma consiste em uma dupla fita de DNA,
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linear, ndo segmentada, com tamanho variando de 26 a 45 kb (Ariel, 2011).

A infeccéo pelo adenovirus (AdV) pode ocorrer em mamiferos, aves,
anfibios, répteis e peixes e o seu isolamento ja foi obtido a partir de, pelo
menos, 40 espécies de vertebrados (Wellehan et al., 2004; Schrenzel, et al.,

2005).

Os AdVs sdo muito prevalentes na populacdo humana e podem
causar infeccbes que variam de doencas respiratérias e conjuntivite a
gastroenterites (Vogels et al., 2003). Entre os adenovirus animais importantes,
pode-se citar osAdVs caninos tipo 1 e tipo 2, agentes de hepatite, além das
sindromes respiratoria e entérica em cdes (Buonavoglia & Martella, 2007). Em
aves, 0 aviadenovirus EDS-76 € um virus proeminente, pois é o agente da
sindrome da queda da postura, doenca economicamente importante que leva a

uma gueda subita na postura e na producao de ovos (Li et al., 2010).

O primeiro AdV de morcego foi isolado de um morcego frugivoro da
subordem Megachiroptera (Maeda et al., 2008).Ainda em 2008, um segundo
adenovirus (bat adenovirus2Pipistrellus pipistrellus virus 1 [BtAdV-2 PPV1]) foi
identificado a partir de um morcego microquiréptero na Alemanha (Sonntag et
al., 2009). Na Asia, um terceiro virus, o BtAdV-3, foi isolado de um Myotis
ricketti (Li et al.,, 2010). Desde entdo, quase 30 AdVs de morcegos foram
detectados na China, Hungria e Alemanhae nos Estados Unidos através de
técnicas moleculares como PCR consensus e  estudos de

metagendmica(Drexler et al., 2011; Janoska et al., 2011; Li et al., 2010).
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Estudos iniciais demostraram que o BtAdV-2 apresenta uma relagéo
filogenética muito préxima ao adenovirus canino (CAdV) (Kohl et al., 2011).
Embora muitos AdVs tenham hospedeiro especifico restrito, CAdVs tem sido
detectados em uma ampla variedade de carnivoros (ursos, lobos, mao pelada e
ledes marinhos) (Buonovaglia & Martella, 2007; Sonntag et al., 2009). Além
disso, em seus respectivos hospedeiros, os CAdVs s&o mais patogénicos que
a maioria dos outros adenovirus. Estas observacdes levam a hipotese, ainda
nao confirmada, da ocorréncia de que tenha havido uma transmissao
interespécie de um AdV de morcegos a carnivoros, com a posterior adaptacao
do virus ao novo hospedeiro (Kohl et al., 2011).0 uso da ferramenta de
metagendmica para deteccdo de novos virus em fezes de morcegos tem
permitidoconcluir que os BtAdVs estdo presentes em uma ampla variedade de
espécies de morcegos (de microquirdpteros a morcegos frugivoros). Entre as
espécies observadas, os AdVstem sido encontrados mais frequentemente no
género Myotis. Além disso, a comparacédo entre as sequencias deAdVsobtidas
em diferentes espécies de Myotis sp.ou mesmo entre individuos da mesma
espécie um mesmo local, demonstra que esses virus apresentam uma grande
diversidade genética. Esta diversidade viral em morcegos que ocorrem em um
mesmo local tem sido descrita como uma caracteristica de virus de morcegos,
e é raramente observadaem outros virus animais, a excecdo de virus RNA

(Tang et al., 2006; Chu et al., 2008; Zhu et al., 2009).

Estudos histopatoldgicos, aliados a ferramentas moleculares,indicam

que o BtAdV-2 pode estar associado tanto a um curso de infec¢ao inaparente
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até infeccdes entéricas em morcegos.Como existem muitos outros AdVs de
vespertilionideos similares a BtAdV-2 e BtAdV-3, a hipotese mais 6bvia € que
os CAdVs originaram-se a partir dos AdVs de morcegos por uma troca de
hospedeiros em algum ponto no passado, ja que a adaptacdo incompleta no
novo hospedeiro é consistente com a alta patogenicidade do CAdV-1 e com a
facilidade com que este pode cruzar a barreira entre espécies de carnivoros

(Kohl et al., 2011).
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3.MATERIAL E METODOS

Os materiais e 0s métodos especificos para cada um dos
experimentos desenvolvidos nesta pesquisa estdo descritos nos respectivos

artigos, apresentados nos resultados desta tese.

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul nos Laboratérios de Virologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude
(ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Lab. 208) e
de Virologia do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF)

em Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de
artigos cientificos. Os subtitulos deste capitulo correspondem aos titulos dos
artigos publicados e do artigo formatado de acordo com as normas do periédico

escolhido para submissao.
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4.1. Detection of Alphacoronavirus in velvety free-tailed bats
(Molossus molossus) and Brazilian free-tailed bats (Tadarida brasiliensis)

from urban area of Southern Brazil.

Lima FE, Campos FS, Kunert Filho HC, Batista HB, Carnielli P Jr, Cibulski SP, Spilki
FR, Roehe PM, Franco AC. Detection of Alphacoronavirus in velvety free-tailed bats
(Molossus molossus) and Brazilian free-tailed bats (Tadarida brasiliensis) from urban
area of Southern Brazil.

Virus Genes. 2013 Aug;47(1):164-7. doi: 10.1007/s11262-013-0899-x.

Abstract

A survey was carried out in search for bat coronaviruses in an urban maternity
roost of about 500 specimens of two species of insectivorous
bats,Molossus molossus and Tadarida brasiliensis, in Southern Brazil. Twenty-
nine out of 150 pooled fecal samples tested positive by reverse transcription-
PCR contained fragments of the RNA-dependent RNA polymerase gene
of coronavirus-related viruses. The sequences clustered along with bat
alphacoronaviruses, forming a subcluster within this group. Our findings point to
the need for risk assessment and continued  surveillance

ofcoronavirus infections of bats in Brazil.
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Bats (order Chiroptera, suhorders Megachiropiera and
Microchimoptera) are one of the mog diverse and widely
distributed growps of mammals, representing ~ 20 % of all
Jenowwn: mamnma lian species [ 1], Absowt a 100 dif ferent viruses
have boen identified in bats of different spocies in Asia
Europe, Nonth America and Africa. Therefone, such spocies
may be natural reservoirs for a large varoty of potentially
moonntic RMNA vimses, swch s lyssaviness param ynovi-
mses, Ebola and Marburg vinses as well as the mecently
emerged severe acule respirabory syndmome conoavins
(SARS-CoV) [2-6]. A variety of ofer comnaviruses have
been detected in many bat species from Asia, including
specimensof the gems Rhinoloaphies, which were found tobe
infected with SARS-like CoV. Phylogenctic analyses of
such virnses revealed dhat those form a large clade within
Betacoronmvires genus, along with SARS coronaviruses
from palm civets and fe SARS coronavimses recovered
from humans during the 2003 outhreak [7, 8], These data
suggested that the agent responsible for dwe 2002-2003
pandiemic might have originated from bats. In addition, in
2012, a new human comnavirus (HCoW-EMC), which has
been associated to clinical disease that resembles SARS,
emerged in the Middle East. This new vins appears bo have
originated from bats, raising the possibility that HCoV-EMC
jumped species directly from bas to humans [9].

In Brazil, most sudies looking for assecistions between
it and vimeseshave fooused on the mole for dwse spocies a5
meservoirs for rabies virns [10]. However, to date, more gean
160 hat species have been detected in Brazil, comprizing
members of the families Phyllostomidaz, Vespentilionidae,
and Mobossidae. Tt is estinated that at least 40 bat species live
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in the state of Rio Grande do Sol, Sowthem Brazil, whene fhe
predominantly sub-tropical climate seems to favor fhe
settlement of such species [11].

In view of fw poiential mole that bats may play in e
transmizgon of new viral infections to huomans and other
species, this smdy was set up in search for comnavins
genomes in bat from the whan ama of Porto Alegre
(P05 S: 51713 48"W), a wwn with about 1.5 milion
inhabitants and capital of he staie of Rio Grande do Sul,
Brazil. With that purpose, coronavine BNA was searched
in feces of two species of synanthropic insectivonus bats
collected in & matemity roost within the urban area of e
city.

A maternity roost of bats known to have direct contact
with people and domestic animak was identified in e
summer of 2012 in the atic of a residence in the central
aea of Porin Alegre, Sowhem Brazl. The colony was
estimated o harbor about 500 bat specimens of insective-
rous bats of two species, velvety free-tailed bats {Molossies
maloras) and beazilian free-tailed bats | Todaride brasili-
engis). Specistion was confimed by amplificaton and
sequencing of the mitochondrial cytochmme b {cyd) gene
as described [12].

One hundred and fifty fecal samples were collecied from
the atiic floor as follows: a plastic film was spread on fhe
ground of fe attic comparment and fresh droppings wene
collected with clean disposable forks in the following
night. Each sample consigted of five fecal droppings, which
were immediately sent to the lboramry and stored at
—80 °C. The samples were then submiited to tolm] RNA
extraction with TRIzal {Invitrogen™ ). Co¥ RNA screen-
ing was paformed by mevers wanscription- polymerase
chain meaction (RT-PCR) in a total volume of 25 pl
reaction using conserved primers for the RNA-dependent
RNA polymersse gene (forwand: 5-GGTTGGGACTATC
CTAAGTGTG A-3 and reverse: F-0CATCATCAGATAG
AATCATCATA-3"). This pair of primers & expected to
give rise to amplicons of 440 bp [T).

The cycling conditions were: 5 min at 94 *C followed by
35 cycles of 1 min at 94 *C, 1 min af 49 %C and 1 min at
T2 %, followed by a final extension time of 5 min at 72 *C.
Bovine coromvinus (BCoV) RNA was uwsed as a positive
contrd to opimize the sssay. Standsnd precantions wene
tken to avoid PCR contamination; blank controk witout
emplate were included in every set of five RT-PCR asmays
Five microliters of the PCR products were electrophonesed in
135 % agarose gek and the product viswalized on TNV light
after ataining with & tudiom bromide. The amplicons obtained
were cloned into pCR™ 2.1-TOPD™ cloning kit (Invirogen)
before being submitted to nucleic acid sequencing.

Sequencing was performed with the Big Dye Terminaior
Cyele Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems,
UK) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (ABL

€1 Springer

Foster City, CA), fdlowing the manufacturer’s protocol
Sequence analyses were performed with e BLAST soft-
ware [13]. Nocleotide sequences were aligned and com-
pared & human and animal Co¥ sequences available at
GenBank datshase with the program ClustalX 2.0 [14].
Alignments were optimized with the BioEdit Saquence
Alignment Editor program version 7.0.9 [ 15]. The protocol
to generate the phylogenetic trees was selected with the
program Modeltest 3.7 [16]. Phylogenetic analysis was
camied ouwt using MEGA 5.0; pairwize genefic distances
were caleulated by fe Tanwm 3-parameter model and
phylogenetic wees were construcied using the neighbour-
joining method. Bootstrsp valuess were detemined by
1,000 replicates dv assess the confidence level of each
branch patiem.

PCR amplicons with the expectad size of the mrgeed
region were obtined from 29 owt of the 150 (1933 %)
pools of bat fecal samples The nucleotide squences of
sinteen randomly selected amplicons were delemmined and
submitted to GenBank (accession numbers KC 110770 to
KC 110785). Genetic analyses provided evidence that the
vinses circulating in these two species of insectivorous
bats belong to the genus Alphacoromaires. When com-
pared with each other, all the obtained saquences showed a
high nucleatide and amino acid identity (90,6 to 100 % and
98 to 100 %, respectively) (supplemental material). The
RdRp sequences examined here were digandy relaed
(=75 % nt identity) to other known alphacoronavimses
The closest bat comnavirees RdRp sequences found in
GenBank were the Asian (BtCoV/AG33/2005) and Morth
American (RM-BtCoV 6 and BM-BaiCoV 11) bat coro-
navimses (Fig. 1). The percentage of nucleotide similarity
between the soquences described here and those of Asisn
and Month American coronaviruses ranged from 724 to
Té 9%, whereas at the amino acid level, the similarity ran-
god from 74 o 81 % (data not shown).

Dwring the last two docades, several smdies have shown
that various impontant human and animal pathogens ane of
bat origin; these species have become targets for several
surveillance sudies aiming the detection of other poten-
tially pathogenic vimses for humans and other animals
The association of these pathogens and posible disease
outhreaks cawsed by direct or indirect contact of humans
with bats stimulated the development of research activities
on bat-bome viruses. In addition, the advances of molec-
uwlar echniques offer opportunities for the discovery of
vl DMA and RMA bat virses without e nead for vims
isplation and bat pooked focal mmples being wsad & sounce
for vimses, preventing animal manipolations [17, 18]

In our sidy, we detecied RaARp sequences of batCoV ata
frequency of 19.33 % in the examined samples; such fre-
quency is comparable i previous resuls obtained in similar
stndies from different bat species in ofer countries (ranging
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Fig. 1 Phylogenesc
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from 2 b 55 %) [ 19-25]. The findings reporied here dem-
ondrate that the bats in this panticular matemity most e
infecied by comnaviruses, genomes of which may be
detected in their fecal droppings. Due to medwodological
limitationg, we were not ahle to determine o which bat
spocies the bat CoVs-posifive samples belonged. MNever-
teeless, it becomes clear dat such vinees do circulaie
within bats et share this pamicular rood. Although all

AVIZENT | 8RS tovo - nins Hors: Keng 039705

tested samples clustened within A pfacoronairug gens,
the RdRp sequences of Brazilian bat CoVs formed a single
subgroup witin it, yet distinet from previously identified
coronavine RdRp sequences mecovered from a number of
species. Our samples clustered with another known alpha-
coronavinses found in Myails riekard BiCoW/AGI32005,
and Miyeris ecaulius Rocky Mountain bat comnavins 6 and
11, reponted previously in Asia and Month America [ 18, 24]

£ springsr

35



Vims Genex

(Fig. 1). These resulis show that similar commavinses e
found in different bat species that are distributed in geo-
graphically distant regions, suggesting a low degree of host
restriction for coronavins in those bat populations,

In contrast to the enormous diverdty of CoV genomes
found in Old World bats [12, 25], in this study and in
seversl ofvers conceming the CoV detection in Mew World
hats, only alphacoronavinses were detected [2, 3, 17, 18]
Based on these results, it has boen hypothedzed that CoVs
found in Mew World bats are less diverse than those
detected among Old World bats [26].

In this initial study, samples were restricied in location
and variety of bat species, and we found only alphacono-
naviruses Soch findings do not reflect dat on incidence or
prevalence of such infections in hat populations, However,
o canmot exclude the possibility that a greater diversity
may bocome apparent in Brazilian bats as long as larger
numibers of samples from a wider spectmom of species ane
examimed.

To ouwr knowledge, this is the fist repont of CoV
detection in feces from presumably healty insectivoroos
bats in Brazil. However, it is very lioely that other bat
spocies might alko be infected with similar vimses A ddi-
tional smdies with larger mmbers of bats and bat species,
as well as the contnued vigilance on the oocumence of
viral infections in bats over the years i required to fiollow
e evolution of bat coronaviruses in its interactions with
e different bat host species. In addition, the detection of
CoWs in Brazilian bat populations in close proximity to
human inhabitants may represent a fisk to human health,
Owr findings point to the need i identify the prevalemnce of
CoWs in Brazilian bats, to perform risk sssessment studies
and continuwed surveillance of coronavimes infections from
ety wrbvan and rural environments,

Acknowlalgments We wonld like i thank the govemment agen-
dies FINEP, CNPy, and CAPES hy the financial sopport. P M. Rioehe,
AL Franca, and FR Spilli are (NPY researdh fellows.

1. M.B. Simmons, in Mammal Sparie of the World: A Taxomomic
Refermee, ed by WA DM Reads (Smithsonian Instimtion
Prexs, Washington DT, 2005), pp. 312-52

2 CH. Calisher, IE. Childs, HE. Feld, E.V. Holmes, T. Schomiz,
Chin. Micmbiol. Rev. 19, 531545 (206)

i I8 Macdkenzie, L Nemmovimll 11, 434440 (2005)

4. WH. van der Prel, PH. Lina, LA Kramps, Vector Bome Zoo-
nofic Dis. &, 315-324 [X006)

5. 5. Wong, 5. Lan, P. Woa, EY. Yoen, Rev. Med. Viral. 17, 67-81
(2007)

£ Springer

6. X Pommot, M. Sooris, J 5. Towner, PE Rallin, 5.T. Kidhal, 1P.
Gomaler, E. Lesoy, BMC Infect Dis. 9, 159 2009)

7. 8K Lan, P.C. Woa, 5. Li, Y. Hoang, H'W. Teai, BH. Wang,
55. Wong, 5.Y. Leung, KLH. Chan, K. Y. Yoen, Proc. Nad. Acad.
Sci USA M2, | 2040= 14045 (2005)

B W.Li,Z.5hi M. Yo, W. Rem, C. Smith, ] H. Epstein, H. Wang,
G. Crameri, Z Ho, H. Zhang, I Zhang, J. McBachem, H. Field,
P. Daszak B.T. Faon, 5. Zhang, LF Wang, Sience 310,
GT6=6T9 (A05)

9. M.A. Muller, V 5. Raj, D. Muth, B. Meyer, 5. Kallies, 5.1 Smits,
B. Waollny, T.M. Besiebroer, 5. Specht, T. Suliman, K. Zim-
mermann, T. Binger, L. Bckerle, M. Tschapka, AM. Zald AD.
Osierbans, A Foochier, BL. Hasgmans, C. Drosten, MBio
3], wD0515-aD05112 2012

10 MM Sodre, AR dy Gama, MF. de Almaids Rev. Inst Mead
Twop. Sao Panlo 52, 75-81 (2010}

11. P.H. Gallo, N.R. dos Reis, FR. Andrade, LG, de Almeida, Rev.
Biol Trop. S8, 131 1=1322 (2010

12 JF. Drexler, F Gl Ramsch, L Glande, V.M. Comnan, D, Mmh,
M. Goetische, A Sechens, M. Miedrig, 5. Plefferle, 5. Yordanow,
L. Zely=kov, 1. Hermamns, P. Vallo, A Loksshev, M.AL
Muoller, H. Deng, G Hemler, C Drosten, L Virol 84,
1153611349 (2010}

13 1. Ye, 5. McGmms, TI. Madden Nockic Acids Res 34,
W= (2006

14 M.A. Lardn, G Bladeshields, NP, Brown, R. Cherma, PA
MecGesfigan, H. McWilliam, F. Valenfin, [M. Wallace, A Wilm,
R. Lopez, 1D, Thompson, T Gibson, DUG. Higgins, Bioinfor-
matics 23, P4 T-F948 (2007)

15, T_A_ Hall, RioE dit- a mser-friendl y hiok gical ssgoence alignment
editr and amalysis pmgram for Windows 955ENT. Noclkic
Acids Symp. Ser. 41, 9558 (1999)

16, D. Posada, KA. Crandall, Syst Biol 50, 580601 (2001)

17. L. 14, I Victoria, C. Wang, M. Jones, GM Fallars, TH. Koz,
E. Delwas, L Viral 84, §955-6965 (20 10)

1&. E.F. Donaldson, AN. Haskew, LE. Gates, L. Haynh, CJ. Moore,
M.B. Frieman, 1. Viml &, 1300413018 (2010)

19, LI Poon, DU Chuo, K H. Chan, OUE. Wong, TM. Ellis, Y.H
Laong, 5 K. Lan, P.C Waa, Y. Som, Y. Yo, Y. Goan, 15,
Peiris, L Varal. 79, 2001-2009 (2005,

A F. GlozsRansch, A Tpsen, A Sechens, M. Gottsche, M. Panning,

21. C.V. Camington, J E. Foster, HUC. Zhm, J.X. Phang, GI. Smith,
M. Thampson, AL Aggoste, V. Rambbsoon, A A Adesivan, Y.
Comn, Bmerg. Infect Dis 14, 1390<15393 (2008)

2 V. Mima, T. Domonceanx, §. Dobads, C. Willis, 5. Nadin-Davis,
A Severini, A. Wandeler, B Lindsay, H. Artsoh, J. Gen. Viral.
94, 201 5=X122 (208}

¥ 5K Lan, K5.Li Y. Homg, CT. Shek, H. Tee, M. Wang, GE.
Chai, H. Xo, C5. Lam, K. Goo, KH. (han, B1 Fheng, P.C.
Waa, KLY, Yoen, J. Virol 84, ZR08-2819 (2010)

24, 5. Watmabe, 15, Mxsangkay, N Magat, 5. Morkawa, T.
Mimstmni, 5. Foloshi, P. Alviola, T. Omatm, N. Usds, K. Tha,
5. Tanigochi, H. Fajii, & Tsods, M. Endoh, K. Kxo, Y. Tobhya,
5. Kymoa, Y. Yeshitawa, H. Akashi, Emerg Infect Dic 16
1207= 1223 {2010y

25 PO Woo, 5K Lan, Y. Hoeng, ELY. Yo, BExp. Bial. Mad. 234,
1117= 1127 (2009)

M. C. Oshome, PM. Cryan, TJ. O0'Shea, LM Oka, C Naluks,
C.H. Calisher, AL, Barglund, ML. Elavetier, R.A. Bowen, E.V.
Haolmes, SR. Domingoer, PLaS ONE 6, 1 2156 (2011)

36
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Abstract

This paper describes the first detection of adenovirus in a
Brazilian Desmodus rotundus bat, the common vampire bat. As part of a continuous
rabies surveillance program, three bat specimens were captured in Southern Brazil.
Total DNA was extracted from pooled organs and submitted to a nested PCR
designed to amplify a 280 bp long portion of the DNA polymerase gene of
adenoviruses. One positive sample was subjected to nucleotide sequencing,
confirming that this DNA fragment belongs to a member of the genus
Mastadenovirus. This sequence is approximately 25 % divergent at the nucleotide
level from equine adenovirus1l and two other recently characterized bat

adenoviruses.
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Abstract This paper describes the first detection of adeno-
vims in a Brazilian Desmodis rovundis bat, the common
vampire bat As pant of a continwos rabies sureillance pro-
gram, thiee bat specimens wene captred in Soutem Brazl
Total DNA was extracted from pooled organs and submitiad
ir & nested PCR designed to amplify a 280 bp long portion of
e DNA polymerase gene of adenovimmes, One postive
sample was abjected o nucleotide soquencing, confirming
that this DMNA fragment belongs to a2 member of the genus
Massrdenoviris. This sequence i3 approximaely 25 %
divergentatthe nucleotide level from equine adenovirus 1 and
wo oiher recendy characterized bat adenovinees
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Imiroeduction
Shodt fepat

Bats { order Chireprera) have increasingly been recognized
a5 sources of vinses tat can canse dispase in humans and
animals. Among hese, a number of BMA vimses {lyss-
avimaes, ooronavinses, filovinses, paramywovinses, and
astrovinuses) [ 1-4] as well as several DMA vinses (cinco-
vimses [5], polyomaviruses [6], adenoviruses [7], and
heerpesvimses [B]) have been detected in bats, some of them
with clear zoonotic potential, which highlights the impor-
tance of bat species a5 reservoins for such agents.

As part of a larger study comprizing the identification of
noviel bat vimses that could present zoonotic potential o
humans and other mammals, this report concems e
identification of adenovinses in tiswes collecied from e
common vampire bat Desmodus ronedis. These ane
members of the Adenoviddae family, which i date com-
prises five known genera! Mastadenoviries, Avadenoviris,
Atsdenovirus, Slodenovirug and Tohradenovineg (Intema-
tional Commitee on Taxzonomy of Viruses—%th report,
2011) [9]. The genus Mastadenoving includes viruses that
infect mammals and vseally canse mild or ssymptomatic
infections, Nonetheless, some vins typesfsubtypes have
often been associated with a wide range of clinical condi-
tions, rnging from respiratory, ecular, and gastrointestinal
disease in humans [10] to viral hopatitis and fatal respira-
tory infections in dogs [11].

In bats, the first ade novires{ AdV) reponted wasrecovered
from a fruit bat classified in the suborder Megoe hiroprerr,
during atempts o establish a specific cell lne from de
Ryulyu flving fox { Preropus dasymalie yee yomoe) [12].
Later, the first AdVY isolated from a microchiropteran bat
(Pipistrelios pipisirellug) was nreported in Germany and
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Fig.1 Molealar phylogenesic malysis by the ML method of
adenovimses hased on an amalysis of patial amino axcid sequences

of DNA palymerase protein from the 280 bp long sequence Ba AdV/
POAZ0I2NS.1 (KC 110769) and other Massadmovinuses. The

other bat AdVs sequences allowed us to conclude that N5.1 is
genetically diverse from the bat adenoviruses already descri-
bed (e.g., Bat AdV TIM and AdV2 PPV1), as they share
mucleotide identities ranging from 662 to 72.7 % (supple-
mentsl material 1). Mareover, the amino acid identities
between the sequence obtained in the present study and other
bat AdVs ranged from 615 to 79.3 % (Table 1).
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evolnSonary history was inferred by wsing the maximum likelihood
method based on the Poisson comecson model. Evolutionary analy ses
wez conducted in MEGAS [22]

The phylogeretic analysis indicated that N5.1 forms a
monophyketic clade with bat AdVs detected in Hungary [23],
Spain (data unpublished), China [7), and Germany [24]
(Fig. 1). These sequences, however, seem to be distinct from
the homologous sequences of most AdVs detected in primates
some domesticated animals, humans and some bat AdVs
previoudy characterized in the Old World. The phylogenetic
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ree inpology suggests dat coevolution is taking place
ivolving most AdWVs and hats species, as it & noable that
different species host different adenovimses [ 7).

A funther comparizon between N5.1 and other Masizd-
enoviris sequences shows that it is more closely related to
AdVs of equine origin, such as Egquine ademovirus 1
(EADV-1), than to any other AdY sequence. N5.1 and
EAdV-1 share nucleotide and amino acid identities of 74.5
and 758 %, respectively. This relationship is particulardy
noieworthy, a5 a previous genetic characierzation of
EAdV-1 mrevealed a close relationship with Bat AdV TIM
and Bat ADV2 PPV, suggesting that they may have a
common ancestor [25]. On the other hand, previous
deposited AdDY sequences obtained from different bat
species share higher identities i Canine adenovirus | and
2, which are known to display an unusually beoad host
range {e.g., bears, wolves, raccoons, and sea lons) [11, 13].

D¢ grodies ronediis is a serious hreat i both animal and
human health in Lain America, s it is a major reservoir for
rahies vins in this subcontinent region [15]. This fact has
Timited investigations on the significance of batk as pointial
camiers of ofer viral padegens. Neventheless, intense epi-
demiological work isrequiredto fully understand the genetic
diversity and digribution of bat AdVs inBrazil. Such siudies
might be broadenad and include other bat spacies consider-
ing the great varahility of bats distribuied in the country
(about 140 spocies already identified) [ 15].

It must be highlighted that the amplified DNA poly-
merase gene fragment usad in the phylogenstic analyses is
short, allowing only a preliminary vims classification.
More consistent sequence data from addidonal genomic
regions will be required for an elocidafive @xonomic
classification of the N5.1 detected hemin in 0. roderdis.
Funther audies should be conducted in the futue to
examine the potential pathogenic roke of bat AdVs i other
species, providing new insights ino the ecology and evo-
lution of AdVs in different bat species.
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Abstract

Circovirusesare highly prevalent porcine and avian pathogens. In recent years, novel
circular ssSDNA genomes have recently been detected in a variety of other mammals, like
bats and in environmental samples using metagenomic and next generation sequencing
approaches. In this study, using pan-primers targeting the conserved rep region of
circoviruses and cycloviruses, we screened bat fecal samples. Using this approach, we
detected partial rep sequences which formed five groups distributed among Circovirus and
Cyclovirus genera within the Circoviridae family. Among these groupsdifferences ranging
from 10% to 76% on the amino acid levelwere observed. Further analysis using inverse
PCR based on the prior sequences obtained led to the identification and characterization of
four new members of the family Circoviridae. The newly obtained circovirus/cyclovirus-
like genomes ranged from 1,608 to 1,790 bp in size, each one with two ORFs inversely
arranged, potential stem-loop regions and conserved nonamer sequences typical of
Circoviridae. Phylogenetic analysis indicated that these sequences are distantly related to
the circoviruses and/or cycloviruses already described. In addition, two of them could

possibly be included within a new genus to be proposed belonging to Circoviridae.

Keywords:insectivorous bats,circovirus, cyclovirus, REP protein, CAP protein.

43



Introduction

TheCircoviridaefamily is known to infect a wide range of vertebrates. Its virions
consist of naked nucleocapsids of about 20 nm in diameter, with a circular single stranded
DNA (ssDNA) genome of approximately 2.0 kb [1]. Some circoviruses are major pathogens
of pigs [2-4], e.g. porcine circovirus 2 (PCV2) which causes either asymptomatic or clearly
apparent disease, being responsible for large economic losses [5-9]. In birds, avian
circoviruses have been identified in a broad range of avian species linked to signs of
lymphoid depletion, immunosuppression and developmental abnormalities such as
deformities of the beak and claws, feathering disorders and growth retardation [10-14].

To date, the family comprises two genera: Gyrovirus and Circovirus. Members of
genus Gyrovirus (chicken anemia virus; CAV [15], the recently discovered avian gyrovirus
type 2(AGV2)[16,17] and human gyrovirus type 1(HGV1) have negative sense genomes
[18]. This is in contrast with the other circoviruses, which have an ambisense genome
organization containing two major open reading frames (ORFs) inversely arranged,
responsible for encoding the replicase (REP) and capsid (CAP) proteins, and are separated
by a 3’ intergenic region (IGR) between the stop codons and a 5’ IGR between the start
codons [19].

Recent metagenomic approaches, high-throughput sequencing techniques and
degenerate PCRs have led to the surge of small circular DNA genomes containing the rep
gene discovered in fecal samples of wild mammals, in insects and environmental samples as
well [19-22]. Some detected circular genomes are similar to those of circoviruses, but

phylogenetically different from the well-studied avian and porcine circoviruses [22]. The
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phylogenetic distances found on these genomes allowed them to be grouped into the newly
proposed genusCyclovirus,which have a smaller genome that encodes REP and CAP
proteins. Both rep and capgenes are smaller than those of circoviruses, with shorter or no 3’
IGR between the stop codons of the two major ORFs and a longer 5° IGR between the start
codons of the two major ORFs [19]. Cycloviruses were also found to be prevalent in the
muscle tissue of farm animals, such as chickens, cows, sheep, goats, and camels [23].
Circoviruses and cycloviruses have been detected in human tissues and feces, wild and
farmed animal’s samples, suggesting possible cross-species transmissions and zoonotic
potential [22,23].

Using consensus/degenerate PCR and whole genome sequencing in order to detect
new members of the family Circoviridae from bat fecal samples, this paper reports the
detection of distantly related viral genomes to circoviruses/cycloviruses already described.
Extensive phylogenetic analyses allow us to infer that these genomes may represent 4 novel

species within the family Circoviridae.
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Material and methods

Sample collection and preparation

A maternity roost of bats was identified in the summer of 2012 in the attic of a
residence in the central area of the municipality of Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Southern Brazil. The colony was estimated to harbor about 500 bat specimens of
insectivorous bats of two species, velvety free tailed bats (Molossus molossus) and brazilian
free tailed bats (Tadarida brasiliensis). Speciation was confirmed by DNA extraction from
fecal pellets, amplification and sequencing of the mitochondrial cytochrome b (cytb) gene as
described [24].

One hundred fecal samples were collected from the attic floor as follows:a plastic
film was spread on the ground of the attic compartment and fresh droppings were collected
with clean disposable forks in the following night. Each sample consisted of 5 fecal
droppings, which were immediately sent to the laboratory and stored at -80 °C. The fecal
samples were then thawed, resuspended and vortexed in 1 mL of Hank’s balanced salt
solution (HBSS). The suspensions were centrifuged at 10.000 x g for 5 min in a microfuge.
The supernatants were then transferred to fresh tubes, filtered through 0.45 pum pore-size

syringe filters (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)and submitted to DNA extraction.

DNA extraction and PCR

Total fecal DNA was extracted from 400 pL of the supernatants (above) with phenol-
chloroform (Invitrogen™)[25]. The extracted DNA was eluted in 50 pL of TE (Tris-

hydrochloride buffer, pH 8.0, containing 1.0 mM EDTA), treated with 20 pg/mLof
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RNaseA(Invitrogen™)and stored at -80°C. Subsequently, samples were submitted to
amplification in a nested-PCR targeting the rep gene with the following degenerate primers:
CV-F1 (5-GGIAYICCICAYYTICARGG-3), CV-R1 (5-AWCCAICCRTARAARTCRTC-
3), CV-F2 (5-GGIAYICCICAYYTICARGGITT-3), and CV-R2 (5-
TGYTGYTCRTAICCRTCCCACCA-3) [19]. These were expected to amplify part of the
rep gene of circoviruses and cycloviruses. Briefly, the first reaction was performed in a 25
pLreaction mixture volume containing 20 to 50 ng of sample DNA 1 mM MgCl,, 0.2 uM of
each primer (CV-F1 and CV-R1), 1.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen™), 10% PCR
buffer and 0.6 mM dNTPs .The cycling conditions were: 5 min at 95°C; 40 cycles of 1 min
at 95°C, 1 min at 52°C, 1 min at 72°C and a final incubation at 72°C for 10 min. For the
second (nested) reaction, the 25 uL mix components were: 1 pL of the 1% reaction product, 1
mM MgCl,, 0.2 pM of each primer (CV-F2 and CV-R2), 1.5 U Taqg DNA polymerase
(Invitrogen™), 10% PCR buffer and 0.6 mM dNTPs. The cycling conditions were: 5 min at
95°C; 40 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 56°C, 1 min at 72°C, and a final incubation at
72°C for 10 min. Products with a size of approximately 400 bp were purified and directly
sequenced using primer CV-R2. To confirm the sequences, each product was sequenced
three times. Samples were sequenced with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, UK) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (ABI, Foster
City, CA), according to the protocol of the manufacturer. Sequences similar to the rep gene
sequences of circoviruses like-genomes were aligned for designing of new sets of primers to
perform the inverse PCR (iPCR). The iPCR were carried out in a 25 pl reaction mixture
optimized with Platinum Taq HiFI (Invitrogen™) (cycling conditions can be informed upon
request) and the oligo sequences as follows:Circol F(5’-CTTTCTCCCAGTTAATTCTCC-

3%), Circol_R (5°-GAGCAAGTGGAACAGGTAAAT-3), Circo2_F(5’-
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TCAAAGCGTGCACTTGA-3),  Circo2 R(5’-ACAGGATTGTAGATCAGTACGT-3),
Circo5_F(5’-GAGATGCAAGAATGGATTGC-3), Circo5_R(5’-
GCAATATTTGCTTGCCGC-3), Circo6_F(5’-GAGAGTATCAACGCAGAAAG-3’),
Circo6_R(5’-CTTTGATAAATTAGCGAACC-3), Circo7_F(5’-
AGAGGCTCAACAAATAGACGC-3’), Circo7_R(5’-TGCTTTTTGATGGTACTGAA-3").
Standard precautions were taken to avoid contamination and negative controls were added to
each PCR assay. Five microliters of the PCR products were electrophoresed in 0.7% agarose
gels and the products visualized on UV light after staining with ethidium bromide. The
amplicons corresponding to the sizes ranging from 1-2kbwere purified and cloned into
pCR®2.1-TOPQ® cloning kit (Invitrogen™). Three insert-containing plasmids of each clone
were sequenced with M13 forward and reverse primers as described above.The full-length
sequence of genomes was constructed according to the methodology of “genome walking”

using the Geneious software (version 7.1.3).

Gene identification and phylogenetic analysis

Identification of putative ORFs was made by ORF Finder of NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Sequence analyses were performed with the
BLASTX software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Nucleotide sequences were aligned
and compared to sequences of human, animal and sewage-associated members of the
Circoviridae available at GenBank database using ClustalW [26]. The alignments were
optimized with the BioEdit Sequence Alignment Editor Program version 7.0.9 [27]. The
hairpin and stem-loop structures were identified in Mfold[28]. Phylogenetic analysis was
carried out in MEGA5.05[29]. The confidence of each branch in the phylogeny was
estimated with bootstrap values calculated from 2000 replicates. For the purpose of this
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work, the samples were named Bat Circovirus Porto Alegre (BatCV POA), followed by the

cluster number to which each one belonged.
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Results

Molecular detection and genetic diversity of circovirus-like rep sequences in feces of
insectivorous bats

Amplicons with the expected size (about 400 bp) were obtained from 24 out of the
100 (24%) fecal samples screened. The amplified DNA was sequenced. The nucleotide
sequences corresponding to part of the rep gene were determined and submitted to GenBank
(accession numbers...). BLASTX analysis showed that these partial repsequences have an
amino acid identity of 10-76% with those of known circoviruses and 87-100% among
themselves. A phylogenetic tree was constructed based on the alignment of the deduced
amino acid sequences herein detected with those of the representative Circovirus and
Cyclovirussequences (Figure 1). As shown in the tree, it was observed the arrangement of
five main groupswith clusters Il (4 sequences), VI (3 sequences) and VII (2 sequences)
falling into the clade of cycloviruses, in contrast to clusters I (13 sequences) and V (2
sequences) that formed distinct and distant groups from those formed by circoviruses and
cycloviruses. The arbitrary division of these sequences in clusters was carried out to analyse
their genomic features, assuming that according to the criteria used for Circovirus diversity
analysis, a deduced aminoacid identity of >85% in the conserved REPprotein is considered
to classify genomic fragments as an individual viral species [19]. According to this, we
could infer the detection of five potential new species from bat samples (3 cycloviruses and
2 circoviruses) to be confirmed after following analysis of their genomic organization.

Genomic characterization of the new putative circovirus-like sequences in
insectivorous bats
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Two full-length circular ssDNA genomes of 1,755 and 1,790bp (named BatCV
POA/2012/11 and BatCV POA/2012/VI, respectively) and two nearly complete circular
DNA genomes of 1,750 and 1,760 bp (hamed BatCV POA/2012/1 and BatCV POA/2012/V)
were identified (GenBank accession numbers: XXXXX). It was not possible to amplify the

genome comprising those of cluster VII.

The impossibility to achieve the complete sequencing of virus DNA from clusters |
and V was probably due to the high GC-rich content present in the 3" IGR GC region, even
though attempts on PCR amplification before sequencing were made without much
successhy varying the concentrations of DMSO and/or in the presence of 50% 7-deaza-GTP

and 50% dGTP (New England Biolabs), as performed by Rijsewijk et al. [17].

The predicted two ORFs, rep and cap, are present and inversely arranged in all
sequences as shown in Figure 2. The predicted CAP protein sequences consist of 197-231
amino acids and share an amino acid similarity of 24-76% with the known
cycloviruses/circoviruses and 15.5-88.8% among themselves (Tables 1 and 2). The predicted
REP protein sequences ranged from 232 to 280 amino acid and have an amino acid

similarity ranging from 9.2-44.4% among themselves (Tables 1 and 2).

Stem-loop structures were found in all 4 bat circular genomes. They have a
conserved nonanucleotide motif located at the 5° IGR and are considered to be responsible
for initiating the rolling-cycle replication of circoviruses [22,30]. As shown in table 3, all
four BatCV POA also contain a conserved nonamer sequence in the loop region of the 5’
IGR, different from the conserved cyclovirus and circovirus nonanucleotide motif sequence,

but similar to the loop motif of cycloviruses found on bat, human and chimpanzee feces (as
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seen for BatCV POA V and VI), in chicken cyclovirus (BatCV POAII) and slightly

modified from those of cyclovirus and circovirus (BatCV POA 1) [19,21-23].

The predicted protein sequences encoded by ORF2 (cap) and ORFL1 (rep) of BatCV
I-VI genomes were used for phylogenetic analysis with representative and recently
discovered circoviruses/cycloviruses; Pepper golden mosaic virus was used as an outgroup,
as they are somewhat related to other members in the Circoviridae family (Figure 3A, 3B
and 3C). As shown in the trees, BatCV POA/2012/Il and VI fell into the cyclovirus clade
already identified in chickens, chimps, bats, goats, humans and dragonflies [19,21-23,31].
When analyzing the cap-encoding region (Figure 3A), BatCV POA/2012/11 was related to a
Cyclovirus detected in muscle tissues of a goat from Pakistan through degenerate/consensus
PCR [23], and BatCV POA/2012/VI was more related to dragonfly Cyclovirus detected
through viral metagenomics [31]. However, when analyzing both genomes according to the
conserved rep-encoding region, it was observed that they formed a monophyletic clade
(Figure 3B). On the other hand, BatCV POA/2012/l and V fell outside the Circovirus and
Cyclovirus clades, not yet related to any genus of Circoviridae family along with Bat
circovirus-like virus TM6 and batCV-SC703[21,22]. This situation was confirmed based on
the alignments of the whole genomes, producing a similar tree topology (see figure 3C).
These sequences are closer to sequences detected in guano and fecal samples collected from
bats in the United States and China through metagenomic approaches, suggesting that these
viruses have the same host origin, likely from bats [21,22]. However, currently, no

classification has been fully considered to these sequences.
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Discussion

In this work we report the discovery of 4 novel circular ssSDNA genomic sequences
from insectivorus bats feces from Brazil. In the recent years, many genomes of circoviruses,
cycloviruses and rep-containing circular DNA viruses have been characterized in
mammals,bringing to light a high level of genetic diversity among these viruses [32].
According to our results, two genomes, undoubtedly belong to genus Cyclovirus(BatCV
POA Il and VI). These genomes are organized and contain two major ORFs in opposite
directions, presenting in their 5° IGR of the rep ORFthe cyclovirus-conserved
nonanucleotide motif (5’-TAATACTAT-3") in their loop region (Table 3). BatCV POAI
presents its cap located in the positive strand, and the larger rep located on the minus strand,
as expected for circoviruses, but this pattern was not present in BatCV POA 11, V and VI, as
shown in Table 1. The phylogenetic analysis constructed based on the alignments of the
complete REP and CAP protein confirms that BatCV POA/II and VI are supposed to be
clustered into the genus Cyclovirus. BatCV POA I and V had a low amino acid identity with
CAP (<20%) and REP (<10%) sequences of two other sequences detected in bat feces in this
study with known circoviruses/cycloviruses (Table 2). Consequently, they formed a distinct
clade along with other bat-sourced sequences, corroborating with data from Ge et al. [22],
where such results could imply that diverse unknown Circovirus-like exist in bat fecal
samples.

In our study, we detected Cyclovirusand Circovirus related sequences at a frequency
of 24% in the examined samples. However, due to methodological limitations, restriction in
location and variety of bat species, we were not able to extrapolate our results to

epidemiological data (such as incidence and prevalence) or to which bat species the sSSDNA
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positive samples belonged. As performed by Ge et al. in China [33], further investigation is
needed to determine the prevalence of circoviruses in other Brazilian bat
species.Nevertheless, it becomes clear that such study is worthy to understand the great
diversity of circoviruses found and to be found worldwide.

Based on the phylogenetic analysis and comparison to the sequences recovered and
other already described, we assume that most sequences originate from bats, except BatCV
POA/V1 which is related to a cycloviruses identified in a dragonfly, sharing 65% of identity
at the CAP/REP amino acid level [33]. The finding of an insect virus in bat feces reflects the
diet of these insectivorous bats, as they play an important role on predating insects that are
plagues for agriculture. However its detection does not support the possibility of viral
replication in bats or if the virus simply passes through the digestive track from ingested
food [23,32].

To date, few members of the family Circoviridae can be related to severe clinical
conditions in animals, with the exception of CAV and PCV2 [4]. Even with the recent
discovery of many cycloviruses, circoviruses-like or rep-like sequences in a variety of
mammals, including humans [23,33,34], there is no syndrome related to these viruses.
Nevertheless, a recent identification of a new Cyclovirus from two Vietnamese patients with
acute central nervous system infection of unknown etiology raises the suspicion about its
pathogenicity as it was detected in cerebrospinal fluid specimens, showing that this virus can
spread through the organism [35].

Here we report the detection of four novel circular sSDNAs after whole-genome
characterization, indicating that the sequences BatCVPOA 1l and VI represent novel species
within the genus Cyclovirus. For this recently proposed genus, there are no defined criteria

for classifying a new viral species within it.  However,the International Committee on
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Taxonomy of Viruses proposes as criteria: the whole genome sequence identities of less than
75% at the nucleotide level and amino acid sequence identities of the CAP protein of less
than 70% to classify a new species within the genus Cyclovirus. These species demarcation
criteria were used by Li and colleagues, who first described the genus Cyclovirus, to classify
new cycloviral species[19]. To determine whether BatCVs represent new cyclovirus species,
their complete genome sequence was compared to 16 representative full length genomes of
16 different Cyclovirus species.

In addition to BatCV | and V, considered to be two other novel species, it should be
noted, as well, the low amino acid similarity of these genomes, thus falling outside the clade
of Circovirus and Cyclovirus grouping with TM6 and batCV-SC703[21,22]. With the
discovery of other sequences grouping along with these genomes, it will be of interest to
include them in a new genus of the Circoviridae family by the International Committee on

Taxonomy of Viruses (ICTV).
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Table 2.Pairwise comparison of the BatCVs POA I 1I, V and VI based on aminoacid

identities (%) shared by CAP and REP proteins.

Genomes
BatCV POA/I
BatCV POAVII
BatCV POA/V

BatCV POA/VI

Cap protein

BatCV
POA/V POA/VI

88.8

15.9

175

Rep protein

BatCVv BatCV

BatCV
POA/VI

21.4

44.4

20.7



Table 3.0rganization and genomic features of the potential stem-loop structures found in
the four BatCVVPOA genomes.

Genome Putative stem-loop structure

BatCV
POA/I

BatCVv
POA/II

BatCV
POA/V

BatCV
POA/VI

Hairpin
length

31

34

31

33

61

Loop length

13

12

13

13

Nonamer
sequence

TAATACTGT

TAATACTAA

TAATACTAT

TAATACTAT
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Figure 1.Phylogenetic analysis of partial REP protein sequences obtained from pooled bat
fecal samples compared to representative members of Circoviridae family. The twenty-four
REP sequences of bat-sourced circoviruses formed five clusters, labelled by red diamonds
from I-VI1I. Theevolutionary history was inferred by using the maximum likelihood method
based on the Poisson correction model. Evolutionary analyses were conducted in
MEGAS5[29].
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BatC\V POA/2012/| ‘ BatCV POA/2012/1I
1,750 bp | 1,755 bp

BatCV POA/2012/V ‘ BatCV POA/2012/VI
1,760 bp 1,790 bp

Figure 2. Predicted genome organization of the four circular sSDNA sequences recovered
from bat feces in Southern Brazil. The two inversely arranged ORFs responsible for
encoding the putatives replication associated protein (REP) and capsid protein (CAP) are

shown in blue boxes.

63



100] HQ738637 - Cyclovirus bat/USA2009 isolate CyCV-TB ‘-I’

INC?(]14929 - Cyclovirus bat/USA/2009 ~

GQ404849 - Cyclovirus Chimp11

NC_014930 - Cyclovirus NGchicl;én15/NGN2009

JF938079 - ZS/Chinal2011 isolate YN-BCV-2

@ BatCV PON2012/Il o

-
NC_014928 - Cyclovirus PKgoat11/PAK/2009 E"T@S

JF938081 - Bat circovirus ZS/China/2011 isolate YN-BtCV-4 J )
Cyclovirus

JF938080 - Bat circovirus ZS/China/2011 isolate YN-BtCV-3 ‘J

JF938082 - Bat circovirus ZS/China/2011 "J

HI228874 - Bat cyclovirus GF-4c ¥
@ Batcv_Pon2012VI W

62 |
98

KC512920 - Dragonfly cyclovirus isolate DfCyV-8_AU-DFB007B-2010 )

NC_021568 - Human cyclovirus V§5700009

KF031470 - Cyclovirus VN isolate ps

30

By
NC_014927 - Cyclovirus PKgoat21/PAK/2009 ??@’
&l

Q404851 - Chimpanzee stool aviagi-like circovirus Chimp17”'_

ll

NC_002361 - Columbid circovirusséif

100 |: NC_003410 - Canary circovirus >
100 NC_008522 - Finch circovirus 7

)

NC_001944 - Beak and feather disease virus g

99 100 |
66

NC_003054 - Goose circovirus ., ) .
“ Circovirus

NC_007220 - Duck circovirus
JQ814849 - Rhinolophus ferrumequinum circovirus 1 J

JX863737 - Bat circovirus isolate XOR J

NC_021206 - Bat circovirus isolate XOR7 J

NC_001792 - Porcine circovirus 1 €%

NC_005148 - Porcine circovirus 2 [fﬂ'l

HM228875 - Circoviridae T-6¢ awf

JN857329 - Circoviridae batCV-SC703 ~

 —— 9 BatCV_POA2012I ~

100 L—— @ BatCV_POA2012V ~
JF938078 - Bat circovirus ZS/Chinal2011 isclate YN-BtCV-1 ‘J

NC_004101 - Pepper golden mosaic viru:;\m

40
7|
99
93 |
99
;I;
58
—
0.1

64



96

71| 64
44

JF938080 - Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BICV-3 s’
KC512920 - Dragonfly cyclovirus isolate DnyV-S_AU-DFBOO7B-2010_ g
@ BatCV_PON2012I  of’  -\

NC_014930 - Cyclovirus NGchicken15INGA2009 |
GQA4S - Cyclovirus Chimpt

ﬁk,ﬁ

NC_014928 - Cyclovirus PKgoat11IPAK 2009 »3* 3

21

2% HQ738637 - Cyclovirus bat/USA2009 isolate CyCV-TB o
99 —l
100 'NC_014929 - Cyclovirus bat/USA/2009 ~

JF938079 - Bat circovirus ZS/China/2011 |solate YN BICV-2 o
HM228874 - Bat cyclovirus GF-dc o
JF938081 - Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BtCV-4 ~

JF938082 - Bat circovirus ZS/Chinaf2011 isolate YN-BtCV-5 J

100

100

@Bty ponzttov ‘e
NC_014927 - Cyclovirus PKgoat21/PAK/2009 Z
KF031470 - Cyclovirus VN isolate ps1
NC_021568 - Human cyclovirus V§5700009, complete genome k

NC_001792 - Porcine circovirus 1 24—y

100

54

\ N\\
L NC 005148 - Porcine circovirus 2~ /7Y
NC_021206 - Bat circovirus isolate XOR7 J

JQ814849 - Rhinolophus ferrumequinum circovirus 1 J

100

JX863737 - Bat circovirus isolate XOR ‘J
NC_003054 - Goose circovirus

100 . .
Circovirus

NC_007220 - Duck circovirus

D
NC_001944 - Beak and feather disjease virus g

99

NC_002361 - Columbid circovirus 4%
NC_003410 - Canary circovirus /»?
Q404851 - Chimpanzee stool avian_-like circovirus Chimp17’__
NC_008522- Finch circovirus & "

100 —— @ BatCv pon012l ~f

99

L @ BatCV POA2012V -~

HM228875 - Circoviridae TM-6¢ ‘”

JN857329 - Circoviridae batCV-SC703 ~

JF938078 - Bat circovirus ZS/China/2011 isolate YN-BtCV-1 J

01

NC_004191 - Pepper golden mosaic virus \‘

Cyclovirus



Il NC_014930 Cyclovirus NGchicken15/NGA2009

HM228874 Bat cyclovirus GF-4c (USA)

JF938082 Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BtCV-5 (China)
JF938079 Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BtCV-2 (China)
JF938080 Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BtCV-3 (China)
51 @ BatCV_POA2012/1I (Brazil)

JF938081 Bat circovirus ZS/China/2011 isolate YN-BtCV-4 (China)

@ BatCV_POA2012/VI (Brazil)

HQ738637 Cyclovirus bat/USA/2009 isolate CyCV-TB (USA)

44 _99| NC_014929 Cyclovirus bat/USA/2009 (USA)

100 — @ BatCV_POA2012/1 (Brazil)
E @ BatCV_POA2012/V (Brazil)
56 96 _lj HM228875 Circoviridae TM-6¢ (USA)
51 JN857329 Circoviridae batCV-SC703 (China)

Cyclovirus

94

100 Il NC_005148 Porcine circovirus 2
54 | NC_021206 Bat circovirus isolate XOR7 (Myanmar) ) )
Circovirus
JX863737 Bat circovirus isolate XOR (Myanmar)
70
JQ814849 Rhinolophus ferrumequinum circovirus 1 (China)
JF938078 Bat circovirus ZS/Chinal2011 isolate YN-BtCV-1e (China)
NC_004101 Pepper golden mosaic virus (Begomovirus)
S |
0.5

Figure 3.Phylogenetic analysis of the complete CAP (A) and REP (B) and complete
genomes (C) from Circovirus and Circovirus-like genomes identified in mammals, birds and
insects. Host denomination is demonstrated after each retrieved sequence from GenBank
with their accession numbers and clustered along, according to genus classification. The
sequences identified in bat feces from Southern Brazil are labeled by red diamonds.
Evolutionary analyses were conducted in MEGADS [29].
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Entre as diferentes espécies de animais silvestres que podem agir como
reservatorios de virus na nhatureza, 0S morcegos parecem ter importancia
destacada. Até o momento foram identificados virus de quinze familias em pelo
menos duzentas espécies de morcegos de 12 diferentes familias ao redor do
mundo (O'Shea et al.,, 2014). Até o momento ndo se sabe por que diferentes
espécies de morcegos podem albergar tantas espécies de virus. Fatos como a
longevidade (25-35 anos de vida), aspectos da sua evolu¢cdo (morcegos surgiram
muito cedo e ndo mudaram muito em comparacdo com outros mamiferos), a
estrutura populacional (formac¢do de metapopulacdes) e aspectos da imunologia
dos morcegos parecem contribuir para o seu papel como reservatorios desta
grande variedade de virus. Além disso, sdo animais capazes de voar por longas
distancias e compartilhar, em alguns casos, 0 mesmo abrigo ou ambientes.
Especula-se que estas caracteristicas possam facilitar a persisténcia e transmissao

de virus entre morcegos (Calisher et al., 2006; O Shea et al., 2014).

Detectamos a presenca de RNA viral da familia Coronaviridae em
colénia de morcegos insetivoros em area densamente povoada na regido central
do municipio de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Neste trabalho, apenas

alphacoronavirus foram detectados, os quais, diferentemente de betacoronavirus
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de morcegos, aparentemente ndo apresentam potencial zoonético. Destacamos
que este € o primeiro trabalho realizado no pais para a deteccdo de
alphacoronavirus em espécies de morcegos insetivoras (Molossus molossuse
Tadarida brasiliensis)com uma frequéncia de 20% de deteccdo nas amostas
analisadas. Estudos epidemioldgicos adicionais precisam ser realizados visando a
identificacdo de outros coronavirus, com atributos filogenéticos mais complexos em
colénias e espécies de morcegos distintas e verificando, se esse padrédo

filogenético é comum a outras espécies na regido Sul do Brasil.

Também foi possivel amplificar DNA viral da familia Adenoviridae a partir
de espécimes de morcego hematdéfago Desmodus rotundus. Trata-se da primeira
deteccdo nesta espécie de morcego, que ocorre apenas na América do Sul.
Entretanto, o limitado tamanho da sequéncia génica obtida ndo permitiu a
confirmacdo de que se trata de wuma nova espécie de virus,
mesmoapresentando75% de identidade a nivel de nucleotideos no gene que

codifica a DNA polimerase.

Por fim, descrevemos a presenca de quatro novos DNAs circulares
pertencentes a familia Circoviridae detectados em fezes de morcegos insetivoros
(Molossus molossus e Tadarida brasiliensis), utilizando técnicas de PCR
consensus e inversa para um virus DNA fita simples circular. A grande diferenca a
nivel de aminoacidos observada no sequenciamento inicial do gene rep, foi
confirmada ap0s o sequenciamento completo, ou quase completo dos quatro
genomas. Esses dados confirmam que essas sao novas espécies dentro da familia
Circoviridae. Além disso, provavelmente, dois desses genomas pertencem a um

possivel novo género dentro desta familia.
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A deteccdo desses virus a partir de amostras de fezes e tecidos de
diferentes espécies de morcegos encontrados no estado do Rio Grande do Sul é
inédita e contribuird para que estudos subsequentes o utilizem como parametro em
investigacbes que abranjam outras regibes do pais e uma maior diversidade de
espécies analisadas. Por serem estudos iniciais, ndo se conhece a real distribuicdo
desses virus entre diferentes espécies de morcegos ou outros hospedeiros, nem o
potencial patogénico para esses animais ou mesmo para humanos. Sendo assim,
esse estudo devera ser ampliado com relacdo a amostragem analisada e as
técnicas utilizadas para deteccdo viral. Somente assim poderemos ter uma ideia
mais precisa sobre o papel dos morcegos na manutencdo de virus na natureza e
na disseminacdo para outros hospedeiros, avaliando o impacto que um eventual
surto de viroses emergentes teria em relacdo a fauna silvestre e levando em
consideracdo, humanos que poderiam estar expostos a um risco de infeccao, tanto

em ambientes indspitos, como em grandes centros urbanos.
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6. CONCLUSOES
As atuais técnicas moleculares tém auxiliado epidemiologistas e
profissionais de salude a detectar possiveis surtos de virus que possam se tornar

emergentes, colocando em risco a salde humana e animal.

Ainda ndo é possivel prever quando e como ocorreriam surtos de virus
emergentes, mas € importante realizar estudos de vigilancia epidemiolégica sobre
a vida animal selvagem, ja que evidéncias mostram que estes sejam 0s principais

carreadores de enfermidades infecciosas.

Com acdes de desflorestamento, atividades antropogénicas e a maior
invasdo do homem em ambientes tidos como indspitos, hd uma maior
predisposicdo ao contato com a vida silvestre, o que possibilitaria uma provavel
transmissao interespécie. O estudo da diversidade viral em morcegos e sua

biologia ajudardo a compreender e a ter uma resposta a hovos virus emergentes.

O objetivo deste trabalho foi alcancando no que diz respeito a deteccdo de
diferentes virus em amostras bioldégicas de morcegos no Sul do Brasil. Esses
estardo disponiveis, para que possam servir de base para futuros estudos

envolvendo estudos de diversidade viral e biologia em morcegos, tanto do Sul do
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Brasil, como em outras regifes, o que auxiliard a melhor compreender a presenca

de possiveis virus emergentes nessas especies.
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