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RESUMO 

 

Os morcegos (Ordem Chiroptera) estão entre as espécies de mamíferos mais 
diversificadas e distribuídas no mundo. É reconhecido o papel fundamental que 
eles exercem na natureza. Por outro lado, são conhecidos como importantes 
reservatórios de agentes de doenças infecciosas, dentre os quais vírus, até 
pouco tempo desconhecidos, que nas últimas décadas se tornaram 
emergentes em humanos e outras espécies. Dentre os vírus RNA emergentes, 
destacam-se o SARS-CoV, MERS-CoV, vírus Hendra e Nipah e o último a 
causar importante surto na África, vírus Ebola.Mais de 100 espécies de vírus já 
foram detectadas em morcegos em todo o mundo, tanto vírus RNA, quanto 
vírus DNA, embora importância desses últimos como agentes de zoonoses 
ainda não tenha sido confirmada. Estudos no Brasil com relação à detecção de 
vírus em morcegos são praticamente inexistentes, e são focados apenas na 
vigilância e epidemiologia do vírus rábico. Portanto, este trabalho objetivou a 
detecção de vírus, 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 presença de vírus da 
família Coronaviridae, Circoviridae e Adenoviridae em amostras de fezes e 
tecidos de morcegos insetívoros e hematófagos. A detecção de novas espécies 
de vírus da família Circoviridae confirma a diversidade viral que estes vírus 
podem apresentar.   Os resultados obtidos por investigação não podem afirmar 
se tais vírus apresentam potencial zoonótico, mas por serem dados inéditos no 
país, reforçam a importância da vigilância e de estudos adicionais para melhor 
compreender o papel que diferentes espécies de morcegos tem como 
reservatórios de vírus que possam ter impacto na saúde animal e humana

 



 

1Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology. Health Basic Sciences 
Institute Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. (86 p.) January, 
2014 vii 

DETECTION OF VIRUSES IN BIOLOGICAL SAMPLES FROM RIO GRANDE 
DO SUL STATE BATS 
 
Author: Francisco Esmaile de Sales Lima 
Advisor: Profa. Dra. Ana Cláudia 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. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

Diversos vírus podem ser mantidos na natureza por uma ou mais 

espécies reservatórias, na maioria animais silvestres (Taylor et al., 2001). 

Eventualmente, estes vírus têm a chance de serem transmitidos a outras 

espécies animais, o que pode causar infecções emergentes. Os fatores que 

facilitam a transmissão destes agentes a partir de um reservatório são: a 

expansão da população humana e invasão de áreas de floresta, alterações 

climáticas, a expansão de atividades profissionais como a mineração e 

agropecuária, o deflorestamento (e consequente aumento da população de 

vetores virais como mosquitos), a proliferação de animais silvestres, como 

roedores em regiões povoadas por humanos, e alterações genômicas, mais 

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

Como exemplos de reservatórios de vírus podem-se citar: roedores, 

macacos, aves silvestres, marsupiais e morcegos, além de artrópodes. Estes 

animais podem portar diversos agentes virais, e os manter na natureza, através 

de infecções persistentes, sintomáticas ou assintomáticas (Kuiken et al., 2005).  

Os morcegos estão entre os vertebrados mais abundantes, em 

número de espécies e mais dispersos geograficamente. Embora se saiba muito 

sobre sua ecologia, informações detalhadas ainda são necessárias para 
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explicar as grandes variações em sua anatomia, estilo de vida, papel no 

ecossistema, e importância como reservatórios de vírus de potencial impacto 

para a saúde humana e veterinária (Kunz et al., 2003).Morcegos de diferentes 

espécies alimentam-se de insetos, pequenos mamíferos, peixes, sangue, frutas 

e pólen. São encontrados em todos os continentes com exceção da Antártica, 

correspondendo a, aproximadamente, 20% de todas as espécies de mamíferos 

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

Os morcegos são reconhecidos como hospedeiros reservatórios de 

vírus que podem cruzar a barreira inter-espécie (“spillover”) e infectar humanos 

e outros mamíferos domésticos e selvagens (Woolhouse et al., 2005). No 

entanto, estudos sobre a história natural dos morcegos e sua importância como 

hospedeiros reservatórios de vírus zoonóticos vem sendo subapreciados, 

exceto por seu papel na manutenção e transmissão do vírus da raiva. Apesar 

de a percepção pública ser negativa em relação aos morcegos, eles são 

elementos críticos para todas as comunidades bióticas terrestres (Calisher et 

al., 2006). Eles auxiliam no controle de insetos que podem agir como praga na 

agricultura, são dispersores de sementes, polinizam plantas que fornecem 

alimento para humanos e outras espécies, além do guano, excretado por 

eles,servir como fertilizante e combustível. (Neretti et al., 2003; Sanderson et 

al., 2003). 

Mitos e incompreensões sobre o papel dos morcegos no 

ecossistema e o seu papel como transmissor do vírus da raiva para outras 

espécies levou a esforços para extirpar populações de morcegos, com sérias 



 

3 

 

consequências no controle de insetos, sem redução na já baixa incidência da 

transmissão da raiva pelos morcegos (Mayen, 2003). 

Os morcegos tem apresentado importância destacada como 

reservatórios de vírus emergentes.Mais de 100 espécies de vírus foram 

identificadas em diversas espécies de morcegos em todo o mundo (Li et al., 

2010). Alguns destes vírus são conhecidamente agentes de doenças 

importantes para humanos e animais, como o vírus rábico e outros lissavírus 

relacionados. Foi demonstrada a importância de morcegos como reservatórios 

dos paramixovírus Nipah e Hendra ecoronavírus “SARS-like”, sendo os três 

exemplos de vírus patogênicos para humanos. Outros vírus como filovírus, 

alfavírus, flavivírus e buniavírus foram detectados em morcegos, mas não se 

sabe da real importância destes animais como reservatórios e transmissores 

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

A detecção e identificação de agentes infecciosos em animais 

silvestres, seguida de estudos de patogenia e monitoramento das infecções, 

têm sido utilizadas com sucesso para explorar a relação entre vírus e 

reservatórios e para contribuir com a detecção e controle de infecções 

zoonóticas emergentes (Kuiken et al., 2005). Estes estudos auxiliam 

epidemiologistas e profissionais de saúde pública na tomada de medidas que 

contribuem para a redução do risco de infecção e para auxiliar na identificação 

de surtos, a exemplo dos estudos sobre a síndrome respiratória causada pelo 

hantavírus (Calisher et al., 2006).  



 

4 

 

É importante salientar que a grande maioria dos estudos que 

comprova a distribuição de vírus em morcegos tem sido desenvolvida 

principalmente na Ásia e Austrália, e mais recentemente na África, Europa e 

América do Norte. No Brasil, à exceção do monitoramento de morcegos 

portadores do vírus rábico, feito regularmente em áreas de prevalência de 

morcegos hematófagos, o monitoramento de agentes infecciosos em morcegos 

no País é praticamente inexistente. Consequentemente, apesar do Brasil 

possuir cerca de 140 espécies das 1.000 conhecidas no mundo, sendo 3 

hematófagas, 87 insetívoras, 49 frugívoras e nectarívoras e 5 carnívoras, 

pouco se sabe sobre os vírus que esses animais mantém e dispersam na 

natureza. Entre os estudos sobre vírus encontrados em morcegos coletados 

em diferentes regiões do País até o momento, há a descrição de adenovírus, 

buniavírus, paramixovírus e coronavírus (Calisher et al., 1982; Wanzeller et al., 

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

1.2. Objetivos gerais 

 Detecção dos principais vírus RNA e DNA em amostras biológicas 

de diferentes espécies de morcegos encontrados no Rio Grande do Sul; 

 Contribuir para monitoramento e controle de infecções virais 

emergentes transmitidas por estes morcegos. 

 

1.2.1 Objetivos específicos 

 Desenvolvimento e padronização de métodos para extrair ácidos 

nucléicos virais em amostras de morcegos; 
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 Desenvolver e otimizar métodos de amplificação de DNA e RNA 

para detecção; 

  Identificação de vírus emergentes em amostras biológicas de 

morcegos insetívoros, frugívoros e hematófagos do estado do Rio Grande do 

Sul.



 

 

 

   

 

 

 

2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Morcegos: Aspectos Ecológicos e Biológicos 

Há, atualmente mais de 4600 espécies de mamíferos 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 

mamíferos(Ordem Chiroptera), tendo sido descritas mais de 930 espécies de 

morcegos, os quais representam 20% de todas as espécies de mamíferos 

(Teeling et al., 2005). Há duas subordens dentro da ordem Chiroptera: 

Megachiroptera e Microchiroptera. Pteropodidae (raposas voadoras) é a única 

família dentro da subordem Megachiroptera (166 espécies) e alimentam-se, 

principalmente, de frutas (Maryanto et al., 2012). Há 16 famílias dentro da 

subordem Microchiroptera (mais de 760 espécies) com grande diversidade 

biológica e ecológica (Simmons, 2005).  

Morcegos são encontrados em todos os continentes, exceto nas 

regiões polares e algumas ilhas oceânicas. Representantes da subordem 

Megachiroptera ocorrem na Oceania e Ásia, enquanto que os membros da 

subordem Microchiroptera apresentam distribuição mundial.A natureza de sua 

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



 

8 

 

osúnicos entre os mamíferos ao se alimentarem também de sangue. 

A diversidade das espécies de morcegos, e algumas de suas 

características biológicas e ecológicas, os permite tornarem-se os hospedeiros 

de um grande número de agentes infecciosos de importância médica (Dobson, 

2005). A maioria das espécies possuem hábitos noturnos e buscam por abrigo 

durante o dia. Algumas poucas espécies possuem hábitos diurnos. Os seus 

abrigos podem abranger de um ambiente natural a construções feitas pelo 

homem e podem ser temporários ou permanentes. Abrigos naturais podem ser 

encontrados em cavernas, fendas de rochas, ninhos de pássaros, cavidades 

em árvores ou podem ficar expostos nos galhos de árvores. Habitats feitos pelo 

homem incluem: minas, túmulos, edifícios, pontes, entre outros. A ocupação 

em habitats construídos pelo homem pode levar os morcegos à uma 

associação mais próxima com humanos, seus animais de companhia ou de 

produção (Kunz et al., 2005). O potencial impacto disto é constatado na 

transmissão de alguns patógenos, tais como o vírus da raiva de morcegos peri 

domésticos a humanos e ao rebanho (Badrane & Tordo, 2001). O número de 

morcegos em cada colônia varia enormemente, desde menos de 10 a até 200 

000 indivíduos. O grande número de indivíduos, junto aos seus hábitos sociais, 

como lambeduras, relações mútuas e mordidas durante a cópula, facilitam a 

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

aerossóis ou vetores artrópodes (Calisher et al., 2006). 

Quanto aos seus hábitos alimentares, estes podem ser divididos em 

insetívoros, carnívoros, onívoros e sanguívoros. O hábito de se alimentar de 
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sangue está limitado a apenas três espécies de morcegos hematófagos, 

Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata e Diaemus youngi, todos pertencendo à 

família Phyllostomidae e encontrados somente na América Latina (Neuweiler, 

2000). A dieta dos morcegos pode não ter relação direta com a natureza dos 

patógenos que eles carreiam, já que o mesmo grupo de agentes infecciosos 

pode ser carreado por diferentes espécies de morcegos com diferentes hábitos 

alimentares. Entretanto, a busca por alimentos pode trazer certos morcegos ao 

contato mais próximo com humanos e outros animais, assim, facilitando a 

transmissão interespécie de agentes infecciosos (Dobson, 2005). Tais 

interações frequentemente ocorrem como um resultado de perturbações no 

ambiente natural ou artificial e tem sido implicados na transmissão dos vírus 

Nipah, vírus da raiva e o vírus Ebola aos primatas (Aguiar-Setien et al., 2005; 

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

Morcegos têm a habilidade de voar por longas distâncias 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 migração sazonal foi 

observada em morcegos que habitam ambientes temperados e tropicais, 

ereflete substanciais mudanças sazonais no suprimento de alimento e/ou 

temperatura (Speakman & Thomas, 2003). A distância máxima de migração de 

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

Apesar de serem, em sua maioria,animais pequenos, os morcegos 

têm 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 persistência de agentes infecciosos em 

morcegos e assim, aumenta a chance de disseminação natural ou acidental em 

novas áreas geográficas (Fleming & Eby, 2003).  

Dentre os hospedeiros vertebradosde patógenos zoonóticos, os 

morcegos são considerados menos importantes do que os ungulados, 

carnívoros, roedores e primatas, em termos de prevalência (Woolhouse & 

Gowtage-Sequeria, 2005). No entanto, os morcegos podem albergar(e 

excretar) um número relativamente grande de patógenos potenciais conhecidos 

(O´Shea et al., 2014). A transmissão de vírus dos morcegos ao homem pode 

ocorrer de muitas formas, sendo o contato direto através de mordeduras e 

arranhões os exemplos mais evidentes.Vetores artrópodes podem servir como 

um modo alternativo de transmissão de patógenos entre morcegos e humanos. 

Importantes categorias de artrópodes incluem: mosquitos, moscas, e 

ectoparasitas infestando morcegos, tais como carrapatos, piolhos e pulgas. 

Insetos podem se alimentar tanto em morcegos quanto em humanos, como já 

demonstrado em estudos entomológicos e virológicos (Lampo et al., 2000). 

Ainda não há evidências que impliquem um papel ativo desses vetores na 

transmissão de doenças, provavelmente pela falta de combinações eficientes 

vetor-patógeno ou especificidade hospedeira dos vetores. 
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2.2 Vírus RNA identificados em morcegos e patogênicos aos 

humanos 

2.2.1 Coronaviridae 

Os coronavírus (CoVs) são membros da família Coronaviridae, a 

qual é dividida em duas subfamílias, Torovirinae e Coronavirinae.A subfamília 

Coronavirinae é dividida nos gêneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Deltacoronavirus e Gammacoronavirus(Woo et al., 2012). São vírus 

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 (ORF1a e 

ORF1b), a glicoproteína spike (S), a proteína do envelope (E), a glicoproteína 

de membrana (M) e a proteína do nucleocapsídeo (N) presentes em todos os 

coronavírus (Poon et al., 2005).Coronavírus são conhecidos por terem diversos 

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

Infecções por coronavírus humanos são comumentecausadas pelos 

coronavírus humanos 229E e OC43, os quais resultam normalmente no 

resfriado comum (Chu et al., 2009). Porém, oscoronavírus se tornaram foco de 

pesquisa desde a epidemia global da Síndrome Respiratória 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 funcionário 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 infecção, outros casos de pneumonia atípica grave, 

com alto índice de contaminação entre os familiares e profissionais de saúde 

que os atendiam, foram relatados. Um nefrologista de Guangdong que viajou 

para Hong Kong pode ter sido o responsável pela disseminação do vírus pelo 

continente asiático; esse paciente evoluiu para uma deficiência respiratória 

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

A emergência dessa nova infecção viral, junto ao histórico de 

contatos entre os pacientes na mesma região, levou à busca por um animal 

que fosse o reservatório do SARS-CoV (Guan et al., 2003).Os mercados de 

varejo de animais vivos na região dos surtos foram investigados e evidências 

de infecção foram encontradas nas civetas do Himalaia (Paguma larvata), em 

furões chineses (Melogale moschata) e em cães guaxinim (Nyctereutes 

procyonides) (Guan et al., 2003). Evidências posteriores de transmissão 

zoonótica de SARS-CoV vieram de estudos que mostraram que negociantes de 

animais silvestres e funcionários de abatedouros apresentavam 

soroprevalência significativamente maior contra SARS-CoV (20 a 45%) do que 

aquelas pessoas que negociavam vegetais e populações controle (0 a 5%) 

(Kuiken et al., 2003; Martina et al., 2003; McCaullife et al., 2004; Greenough et 

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

Após evidências de que animais silvestres, que são utilizados no 

consumo humano, foram a principal fonte de infecção do SARS-CoV, medidas 

de controle durante a epidemia de SARS na China foram tomadas,com a 

restrição nas vendas e consumo destes animais. Ao contrário de outros 
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patógenos zoonóticos que possuem dificuldade em cruzar a barreira 

interespécie, o SARS-CoV é notável por disseminar-se prontamente, inclusive 

de pessoa à pessoa (Chim & Lo, 2004).Essa foi uma característica 

proeminente durante a epidemia de SARS, na qual, pelo menos, 1/5 de todos 

os casos da doença no mundo foi identificado em trabalhadores da área da 

saúde (Yang et al., 2004). 

O aparecimento repentino do SARS-CoV foi, como dito acima, 

inicialmente relacionado às 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, não confirmaram 

uma frequência significativa de soropositivos ou mesmo portadores do vírus 

entre as civetas selvagens ou de cativeiro, sugerindo que essa espécie não era 

o reservatório primário do SARS-CoV na natureza. Pelo contrário, esses 

resultados indicavam que as civetas eram um hospedeiro secundário que 

serviu para amplificar a carga viral e, por estarem em amplo contato com 

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

A busca pelo reservatório primário do SARS-CoV levou à procura 

por coronavírus entre outros animais silvestres e morcegos do Sudeste 

Asiático. Umbetacoronavírus 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 

vírus apresenta uma identidade de, aproximadamente 90% a nível 

denucleotídeos com relação ao SARS-CoV. A partir daí assumiu-se que os 
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morcegos poderiam servir como um reservatório natural do SARS-CoV e que 

as civetas adquiriram o vírus a partir dos morcegos, passando assim, aos 

humanos (Chu et al., 2008). 

Recentemente, um novo coronavírus relacionado a infecções 

respiratórias graves de humanos vem causando preocupação na comunidade 

científica. Esse vírus foi identificado no Oriente Médio em 2012 (MERS-CoV), e 

até o momento infecções foram confirmadas em 572 pessoas no mundo, com 

letalidade de 30 % (Lin et al., 2014). Esse vírus é filogeneticamente relacionado 

ao SARS-CoV e, aparentemente, o reservatório intermediário desse vírus 

seriam dromedários, embora estudos epidemiológicos demostraram a presença 

de um betacoronavírus com 100% de identidade nucleotídica ao MERS-CoV 

em amostras de fezes de uma espécie de morcego na Arábia Saudita (Memish 

et al., 2013). É provável que os reservatórios principais do MERS-CoV sejam, 

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

A partir dos surtos de infecções pelo SARS-CoV e antes da 

emergência do MERS-CoV, pelo menos 30 coronavírus previamente 

desconhecidos de humanos, encontrados em vários reservatórios animais 

foram descritos em anos recentes, incluindo CoVs relacionados ao SARS e 

CoVs de todos os quatro gêneros da subfamília Coronavirinae (Woo et al., 

2012). Esses estudos tem auxiliado na melhor compreensão sobre a 

diversidade e complexidade dos CoVs (Woo et al., 2009). Pelo fato de novos 

coronavírus terem sido detectados em diversas espécies de morcegos em 

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

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

2.2.2 Paramyxoviridae 

A família Paramyxoviridade, da ordem Mononegavirales, 

compreende vírus de RNA de fita simples não-segmentado e polaridade 

negativa responsáveis por inúmeras doenças em animais e humanos. São 

vírus envelopados e seu genoma pode variar de 15-19 kilobases, contendo de 

6 a 10 genes que codificam as três principais proteínas que formam o 

complexo da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp),  a proteína do 

nucleocapsídeo (N), a fosfoproteína (P) e a proteína (L) da subunidade 

catalítica da RdRp. Além disso, também foram identificadas a proteína de fusão 

(F), a hemaglutinina (H), a hemaglutinina-neuranimidase (HN) e a proteína G, 

que tem atividade de adesão, mas sem atividade de hemaglutinação, ou 

neuranimidase (McCarthy & Goodman, 2010). 

Os paramixovírus são patógenos comuns dos humanos. 

Representantes importantes incluem membros dos gênerosRespirovirus (vírus 

da parainfluenza humana 1 e 3), Rubulavirus (virus da parainfluenza humana 

tipo 2 e 4 e o vírus da caxumba), Morbillivirus (vírus do sarampo) e 

Metapneumovirus (Rima et al., 1995). Um dos primeiros paramixovírus 

identificados em morcegos foi o Vírus da parainfluenza do tipo 2, a partir do 

morcego frugívoro Rousettusleschenaulti, na India (Pavri et al., 1971). O vírus 

Mapuera foi o segundo paramixovírus isolado de um morcego da espécie 

(Sturnira lilium), no Brasil, em 1979. Ambos não causam infecções em 
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humanos (Henderson et al., 1995). A importância dos paramixovírus em 

morcegos, entretanto, tornou-se evidente nos anos 90, com a ocorrência de 

dois surtos em humanos e animais. Com isto, um novo gênero, Henipavirus, foi 

proposto para abranger estes dois paramixovírus que são patogênicos aos 

humanos, denominados Hendra e Nipah (Baldock et al., 1996; Chua et al., 

2000).Os primeiros surtos causados por esses dois vírus estão descritos a 

seguir. 

Em 1994, um surto fatal de uma síndrome respiratória hiperaguda 

ocorreu em cavalos em Queensland, Austrália. Dois homens (o tratador do 

cavalo, e o veterinário que realizou a necropsia) que tiveram contato com esses 

cavalos, foram infectados e desenvolveram uma doença semelhante à 

influenza. Eles faleceram por falhas respiratória e renal, e um vírus foi isolado 

dos pacientes, assim como dos cavalos, e depois chamado Hendra vírus (HeV) 

(Selvey et al., 1995; Baldock et al., 1996). Após os surtos iniciais das infecções 

pelo HeV, uma investigação sorológica na Austrália, envolvendo 5264 soros de 

46 espécies de animais terrestres, falhou em mostrar qualquer evidência de 

infecção por este novo vírus. Entretanto, soropositividade foi detectada em 

morcegos frugívoros da família Pteropodidae, conhecidos como “raposas 

voadoras” (Young et al., 1996; Halpin et al., 2000; Field et al., 2001). 

Posteriormente, uma análise retrospectiva em soros de morcegos mostrou que 

o vírus estava circulando nesses animais antes de 1982 e, em algumas 

investigações, uma soroprevalência maior que 50% foi documentada (Field et 

al., 2001). Como acontece com muitas infecções associadas a morcegos, o 
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vírus Hendra não causa doença ou patologia em morcegos. A rota de 

transmissão dos morcegos “raposas voadoras” aos cavalos não foi 

concretamente estabelecida, entretanto, a exposição à urina infectada foi 

considerada possível. A rota de transmissão aos humanos, já que estes 

desenvolveram a síndrome após o contato com cavalos, provavelmente foi o 

contato com secreções respiratórias dos animais (Field, 2005). 

Em 1999, um surto de encefalite ocorreu, inicialmente em criadouros 

de suínos na Malásia. O agente etiológico desta doença era um novo 

paramixovírus, chamado Nipah vírus (NiV), que, após 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 neurológicos (Chua et al., 2000). O 

surto em humanos foi precedido de mortes súbitas e massivas de porcos, 

devido a uma síndrome respiratória e encefalite. Um contato próximo com os 

suínos infectados foi confirmado como o principal fator de risco para aquisição 

da infecção (Chua et al., 2000; Goh et al., 2000). A presença do vírus em 

secreções respiratórias e urina de suínos infectados sugeriu que o contato com 

estas secreções é a provável rota de transmissão. Entretanto, 

aproximadamente 8% dos pacientes não possuíam um histórico de contato 

com suínos. Sendo assim, cães eram suspeitos de ser um possível vetor para 

a transmissão, já que eles também podem ser infectados pelo NiV (Mills et 

al.,2009). O controle desse surto foi obtido somente após o abate de mais de 

um milhão de suínos (Johara et al., 2001). 
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Estudos de vigilância sobre a vida selvagem identificaram as 

raposas voadoras da Malásia (Pteropus vampyrus e Pteropus hypomelanus) 

como prováveis hospedeiros naturais de NiV (Johara et al., 2001). Estudos 

subsequentes também encontraram evidências sorológicas de infecção por NiV 

em diferentes espécies de raposas voadoras na Índia, Cambódia e em 

Bangladesh (Olson et al., 2002; Hsu et al., 2004; Wacharapluesadee et al., 

2005). Após os surtos de NiV na Malásia, cinco outros surtos de uma doença 

associada ao NiV foram descritas em Bangladesh entre 2001 e 2005, levando a 

óbito 78 pacientes dos 122 casos reconhecidos pelos órgãos de saúde de 

Bangladesh (Hsu et al., 2004; Harcourt et al., 2005). Muitas das características 

do surto ocorrido em Bangladesh foram semelhantes àquelas que ocorreram 

na Malásia: reconhecimento tardio, apresentação de sintomatologia febril e 

neurológica e um alto índice de letalidade. Por outro lado, o surto em 

Bangladesh não foi associado com doenças em suínos e evidências indicaram 

transmissão humana horizontal. Além disso, o padrão do surto de Bangladesh 

sugeriu uma ocorrência esporádica e geograficamente dispersa da infecção em 

humanos (Harcourt et al., 2005). Essa ocorrência dispersa pode estar ligada à 

possibilidade, ainda não comprovada, de uma transmissão direta entre 

morcegos e humanos através da exposição acidental aos morcegos ou às suas 

secreções. Embora o vírus tenha sido detectado em amostras de urina de 

morcegos da região, o NiV não foi associado à doença clínica nessas espécies 

(Eaton et al., 2006). 



 

19 

 

A descoberta dos henipavírus teve um significante impacto na 

compreensão da diversidade genética, evolução viral e alcance de hospedeiros 

pelos paramixovírus. Paramixovírus, como o vírus do sarampo e da cinomose, 

são tradicionalmente considerados por terem uma estreita gama de 

hospedeiros e por apresentarem características genômicas semelhantes (Lamb 

& Parks, 2007). Os henipavírus mudaram este paradigma em todos os 

sentidos, já que podem infectar uma gama hospedeira mais ampla e possuem 

um genoma significativamente maior do que outros gêneros dessa família 

(Eaton et al., 2007). 

Além dos Henipavirus outros paramixovírus foram identificados em 

morcegos, embora com menor impacto na saúde de outros animais e de 

humanos. Em 1997, porcas em Nova Gales do Sul, na Austrália, apresentaram 

uma queda na taxa de prenhez e também no tamanho da ninhada. Houve um 

aumento de leitões mumificados e deformados. Os leitões afetados 

apresentavam uma severa degeneração do sistema nervoso central e alguns, 

miocardite (Philbey et al., 1998). Subsequentemente, um novo vírus - chamado 

vírus Menangle- foi isolado de leitões infectados. Dentre as 251 pessoas que 

tinham contato com os suínos nas granjas, duas eram soropositivas para o 

vírus. Ambos os pacientes desenvolveram uma doença febril, com dor de 

cabeça, mal-estar, mialgia e erupções cutâneas, sem qualquer sequela a longo 

prazo (Chant et al., 1998). As “raposas voadoras” Pteropus policephalus e 

P.alecto foram soropositivas para o vírus Menangle. A rota de transmissão do 

vírus Menangle a partir dos morcegos aos suínos e humanos ainda é 
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desconhecida. O sequenciamento completo do genoma do Menangle 

confirmou sua posição na família Paramyxoviridae (Philbey et al., 1998; Philbey 

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

Como resultado do aumento da vigilância para vírus associados a 

morcegos no sudoeste asiático e Oceania, dois outros paramixovírus foram 

descritos: o vírus Tioman e o vírus Cedar. O vírus Tioman foi isolado da urina 

do morcego Pteropus hypomelanus,na Malásia (Chua et al., 2001). Com base 

na identificação da sequencia de nucleotídeos, esse vírus foi classificado no 

gênero Rubulavirus (Chua et al., 2002). Infecções em humanos por este vírus 

ainda não foram descritas. O vírus Cedar foi isolado em células de cultivo 

primário de rins de morcegos, a partir de amostras de urinas da espécie 

Pteropus alecto(Marsh et al., 2012).Estudos de infecção experimental em 

camundongos e cobaios mostraram que esse vírus não se multiplica nessas 

espécies, o que descarta, até o momento, a hipótese de que ele possa 

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

2.2.3 Filoviridae 

 

Os filovírus, conhecidos por causarem infecções fatais em humanos, 

pertencem a dois gêneros: Marburgvirus eEbolavirus. Este último contém 

quatro espécies: Sudan, Zaire, Reston e Costa do Marfim. Pertencem à família 

Filoviridae, ordem Mononegavirales. O vírion é pleomórfico, produzindo tanto 

as formas em “U”, a forma em “6” ou também circular, mas as formas 

predominantes do vírion, observadas por microscopia eletrônica, são de longas 

estruturas tubulares. Eles contêm uma molécula de RNA de fita simples e 
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polaridade negativa de 19 kb(Kuhn et al., 2011). Ambos os gêneros 

Marburgvirus e o Ebolavirus são endêmicos na África, exceto pelo Ebola 

Reston que foi identificado nos Estados Unidos, na cidade de Reston, em 

primatas importados das Filipinas (Barrete et al., 2009). Esses vírus causam 

tipicamente uma febre hemorrágica em humanos, com alta letalidade (até 90 

%). 

O mais recente surto de febre hemorrágica causada pelo vírus Ebola 

(EBOV) começou em março de 2014, atingindo países como Libéria, Guiné e 

Serra Leoa, na África Ocidental. Este é considerado um dos piores surtos de 

Ebola na história, pois já 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 análise 

filogenética completa do vírus, que ele forma um grupo separado dos EBOV já 

caracterizados em Guiné, mas com estreita relação (97% de identidade) com 

outras cepas de EBOV conhecidas (vírus Ebola - Zaire, por exemplo). Sugere-

se que o vírus da Guiné evoluiu em paralelo com cepas da Republica 

Democrática do Congo e Gabão (Baize et al., 2014). 

Infecções em humanos devido aos filovírus, tipicamente, ocorrem 

em surtos, devido à transmissão interpessoal e nosocomial, com índices de 

letalidade que podem alcançar 75 a 90 % (Pourrut et al., 2005). As infecções 

humanas, na maioria dos casos, foram associadas ao contato com primatas 

não-humanos que, geralmente, adoecem ou morrem como resultado da 

infecção pelo filovírus. Os primatas, entretanto, não são considerados 
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reservatórios importantes na natureza, uma vez que eles normalmente morrem 

da infecção. Estudos epidemiológicos sugeriram que os surtos de infecção por 

filovírus em humanos, provavelmente, não ocorreram como resultado de uma 

transmissão direta interespécie com primatas, mas sim, devido ao contato 

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

As primeiras evidências de que morcegos poderiam estar envolvidos 

na cadeia de transmissão de filovírus surgiram com um estudo em que 19 

espécies de vertebrados e invertebrados foram inoculadas experimentalmente 

com Ebolavirus. Nesse trabalho foi observado que tanto morcegos insetívoros 

quanto frugívoros podem replicar e disseminar esse vírus (Swanepoel et al., 

1996). Desde então, as pesquisas se direcionaram aos morcegos como 

potencias reservatórios de Ebolavirus. De fato, um estudo sorológico revelou a 

presença de anticorpos específicos para o vírus 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 Sudão e Congo foram coletados e estudos de 

detecção, de patogenicidade e de inoculação experimental foram realizados 

para melhorar a compreensão dos ciclos de transmissão dos filovírus a partir 

desses animais (Leroy et al., 2009). 

Sequências de ácidos nucléicos de filovírus também foram 

encontradas em três espécies de morcegos frugívoros durante surtos de febre 

hemorrágica entre os anos de 2001 e 2003 no Gabão e na República do Congo 
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(Leroy et al., 2005). Essa indicação de circulação de filovírus nesses morcegos 

foi corroborada em um estudo retrospectivo em que amostras coletadas na 

mesma região entre 1998 e 2000 foram analisadas. Nessa época, houve um 

surto de febre hemorrágica em humanos por Marburgvirus, também na 

República do Congo. Esse surto foi caracterizado porocorrências de infecções 

em trabalhadores de uma mina, na qual um grande número de morcegos 

estava presente (Swanepoel et al., 2007).Diversas linhagens genéticas do vírus 

Marburg foram detectadas em morcegos frugívoros (Rhinolophus aegypticus), 

e em duas espécies de morcegos insetívoros encontrados na mina 

(Rhinolophus eloquens e Miniopteurs inflatus). Além disso, estas linhagens 

correspondiam àquelas isoladas de humanos que trabalhavam na mina 

(Muyembe-Tamfum et al., 2012).  

Recentemente, um terceiro gênero dentro da família Filoviridae foi 

sugerido em estudos realizados em um distinto nicho geográfico, o que sugere 

uma grande diversidade e potencial de distribuição dos filovírus. Trata-se do 

Cuevavirus, que foi detectado em amostras de morcegos insetívoros (gênero 

Myotis) na Espanha. Este novo vírus possui 74% de identidade com o 

Ebolavirus Zaire e estudos histopatológicos, feitos a partir de tecidos dos 

morcegos infectados, demostraram que este vírus é patogênico aos morcegos, 

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

Apesar de demonstrada a presença do ácido nucleico do EBOV, ou 

mesmo de anticorpos anti-viraisem morcegos, o vírus nunca foi isolado a partir 

deles, ou de qualquer outro possível animal reservatório até o momento. 
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Entretanto, o isolamento de Marburgvirus a partir de morcegos frugívoros 

(Towner et al., 2009) reforça a suposição de que os morcegos são fortes 

candidatos a reservatórios de EBOV. Baseado nesta hipótese, um modelo de 

disseminação do vírus foi proposto. Neste, os morcegos poderiam transmitir o 

vírus diretamente aos humanos e primatas não humanos, ou através de um 

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

 

2.3 Vírus DNA detectados em morcegos e objetos de estudo 

neste trabalho 

2.3.1 Circoviridae 

 

 Os membros da família Circoviridae são conhecidos por infectar 

uma ampla gama de hospedeiros vertebrados. São vírus não-envelopados, 

com diâmetro 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 família Circoviridae contém dois gêneros bem caracterizados: 

Gyrovirus e Circovirus e somente recentemente foi incluído um novo gênero, 

nomeado Cyclovirus. No gênero Gyrovirus estão classificados o vírus da 

anemia das galinhas (CAV), o gyrovírus aviário tipo 2 (AGV2) e o gyrovírus 

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 contrário dosCircovirus, que possuem genoma codificado por 

dupla polaridade (positivo e negativo). Esses vírus possuem duas fases de 

leitura abertas (ORFs) organizadas inversamente e responsáveis por codificar 
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as proteínas replicase (Rep) e do capsídeo (Cap). Essas ORFs são separadas 

por uma região 3´ intergênica entre os códons de terminação e uma região 5´ 

intergênica entre os códons de iniciação (Li et al., 2010).  

Até o momento, apenas dois circovírus demonstraram ser capazes 

de replicar extensivamente mamíferos, os circovírus suíno tipos 1 e 2 (PCV1 e 

PCV2). Desses, o PCV1 é considerado não-patogênico, enquanto a infecção 

pelo PCV2 pode ser tanto assintomática, quanto causar uma variedade de 

sinais clínicos com um significativo impacto econômico (Opriessnig et al., 2007; 

Grau-Roma et al., 2011). 

Estudos de metagenômica, utilizando técnicas de sequenciamento 

de altodesempenho, levaram à detecção de pequenos genomas circulares de 

DNA contendo o gene rep a partir de amostras de mamíferos e de insetos. 

Entretanto, estas detecções não estavam associadas a qualquer doença nos 

indivíduos analisados (Li et al., 2010; Ge et al., 2011). Muitos desses genomas 

são semelhantes aos circovírus, mas filogeneticamente diferentes dos 

circovírus aviários e suínos (Ge et al., 2011). Suas diferenças filogenéticas 

permitiram aos pesquisadores agrupá-los no novo gênero Cyclovirus, o qual 

possui um genoma bem menor que os outros gêneros (aproximadamente 1, 

7kb). Nesses vírus os genes rep e cap são menores, com uma curta, ou 

nenhuma região 3´ intergênica e uma reigão 5´ intergênica maior (Li et al., 

2010).  

Abordagens moleculares utilizando PCR consensus direcionadas à 

região rep,conservada entre os circovírus e os cyclovirus, demonstrou a 
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presença destes vírus em fezes humanas do Paquistão, Tunísia e Nigéria, 

assim como em amostras de chimpanzés africanos, sendo que estas 

detecções não estavam associadas a qualquer doença nos indivíduos 

analisados (Li et al., 2011). DNA de ciclovírus também foi detectado em 

amostras de carnes de bovinos, caprinos, frangos e camelos da Nigéria e 

Paquistão, como também em amostras de carne de suíno 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, o que 

provavelmente, demonstra a probabilidade de replicação viral nesses animais 

silvestres (Li et al., 2011).  

No mesmo estudo em que ciclovírus foram descritos em fezes de 

morcegos China, foram encontradas sequencias que formam um novo cladoda 

família Circoviridae, distinto de outras sequencias obtidas de pássaros, suínos, 

e morcegos da mesma região geográfica. Foi sugerido que essas sequências 

se agrupam, filogeneticamente, ficando fora do gênero Cyclovirus (Ge et al., 

2011). 

2.3.2 Adenoviridae 

 

Membros da família Adenoviridae são vírus não-envelopados, 

icosaédricos, com aproximadamente 70 a 100 nm de diâmetro. A família 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, não segmentada, com tamanho variando de 26 a 45 kb (Ariel, 2011). 

A infecção pelo adenovírus (AdV) pode ocorrer em mamíferos, aves, 

anfíbios, répteis e peixes e o seu isolamento já foi obtido a partir de, pelo 

menos, 40 espécies de vertebrados (Wellehan et al., 2004; Schrenzel, et al., 

2005). 

Os AdVs são muito prevalentes na população humana e podem 

causar infecções que variam de doenças respiratórias e conjuntivite à 

gastroenterites (Vogels et al., 2003). Entre os adenovírus animais importantes, 

pode-se citar osAdVs caninos tipo 1 e tipo 2, agentes de hepatite, além das 

síndromes respiratória e entérica em cães (Buonavoglia & Martella, 2007). Em 

aves, o aviadenovírus EDS-76 é um vírus proeminente, pois é o agente da 

síndrome da queda da postura, doença economicamente importante que leva a 

uma queda súbita na postura e na produção de ovos (Li et al., 2010). 

O primeiro AdV de morcego foi isolado de um morcego frugívoro da 

subordem Megachiroptera (Maeda et al., 2008).Ainda em 2008, um segundo 

adenovírus (bat adenovirus2Pipistrellus pipistrellus virus 1 [BtAdV-2 PPV1]) foi 

identificado a partir de um morcego microquiróptero na Alemanha (Sonntag et 

al., 2009). Na Ásia, um terceiro vírus, o BtAdV-3, foi isolado de um Myotis 

ricketti (Li et al., 2010). Desde então, 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 

metagenômica(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 relação 

filogenética muito próxima ao adenovírus canino (CAdV) (Kohl et al., 2011). 

Embora muitos AdVs tenham hospedeiro específico restrito, CAdVs tem sido 

detectados em uma ampla variedade de carnívoros (ursos, lobos, mão pelada e 

leões marinhos) (Buonovaglia & Martella, 2007; Sonntag et al., 2009). Além 

disso, em seus respectivos hospedeiros, os CAdVs são mais patogênicos que 

a maioria dos outros adenovírus. Estas observações levam à hipótese, ainda 

não confirmada, da ocorrência de que tenha havido uma transmissão 

interespécie de um AdV de morcegos a carnívoros, com a posterior adaptação 

do vírus ao novo hospedeiro (Kohl et al., 2011).O uso da ferramenta de 

metagenômica para detecção de novos vírus em fezes de morcegos tem 

permitidoconcluir que os BtAdVs estão presentes em uma ampla variedade de 

espécies de morcegos (de microquirópteros a morcegos frugívoros). Entre as 

espécies observadas, os AdVstem sido encontrados mais frequentemente no 

gênero Myotis. Além disso, a comparação entre as sequencias deAdVsobtidas 

em diferentes espécies de Myotis sp.ou mesmo entre indivíduos da mesma 

espécie um mesmo local, demonstra que esses vírus apresentam uma grande 

diversidade genética. Esta diversidade viral em morcegos que ocorrem em um 

mesmo local tem sido descrita como uma característica de vírus de morcegos, 

e é raramente observadaem outros vírus animais, à exceção de vírus RNA 

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

Estudos histopatológicos, aliados a ferramentas moleculares,indicam 

que o BtAdV-2 pode estar associado tanto a um curso de infecção inaparente 
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até infecções entéricas em morcegos.Como existem muitos outros AdVs de 

vespertilionídeos similares a BtAdV-2 e BtAdV-3, a hipótese mais óbvia é que 

os CAdVs originaram-se a partir dos AdVs de morcegos por uma troca de 

hospedeiros em algum ponto no passado, já que a adaptação 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 carnívoros 

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

 

Os materiais e os métodos específicos para cada um dos 

experimentos desenvolvidos nesta pesquisa estão descritos nos respectivos 

artigos, apresentados nos resultados desta tese. 

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do 

Sul nos Laboratórios de Virologia do Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

(ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (Lab. 208) e 

de Virologia do Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor (IPVDF) 

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

 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de 

artigos científicos. Os subtítulos deste capítulo correspondem aos títulos dos 

artigos publicados e do artigo formatado de acordo com as normas do periódico 

escolhido para submissão. 
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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. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lima%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campos%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kunert%20Filho%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Batista%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carnielli%20P%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cibulski%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spilki%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spilki%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roehe%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23504146
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33 

 



 

34 

 

 



 

35 

 



 

36 

 

 



 

37 

 

4.2. First detection of adenovirus in the vampire bat 

(Desmodus rotundus) in Brazil. 

 

Lima FE1, Cibulski SP, Elesbao F, Carnieli Junior P, Batista HB, Roehe PM, Franco 

AC.First detection of adenovirus in the vampire bat (Desmodus rotundus) in Brazil. 

 

Virus Genes. 2013 Oct;47(2):378-81. doi: 10.1007/s11262-013-0947-6. 

 

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 adenovirus 1 and two other recently characterized bat 

adenoviruses. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lima%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cibulski%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elesbao%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carnieli%20Junior%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Batista%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roehe%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23828618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=adenovirus+desmodus+rotundus
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4.3. Molecular detection and characterization of novel circular 

ssDNA viruses from insectivorous bats in Southern Brazil 
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Abstract 

 

Circovirusesare  highly prevalent porcine and avian pathogens. In recent years, novel 

circular ssDNA 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.
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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 ºC. 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 µm pore-size 

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

DNA extraction and PCR 

Total fecal DNA was extracted from 400 μL of the supernatants (above) with phenol-

chloroform (Invitrogen™)[25]. The extracted DNA was eluted in 50 μL of TE (Tris-

hydrochloride buffer, pH 8.0, containing 1.0 mM EDTA), treated with 20 μg/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 

μLreaction mixture volume containing 20 to 50 ng of sample DNA 1 mM MgCl2, 0.2 µM 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 μL mix components were: 1 μL of the 1
st
 reaction product, 1 

mM MgCl2, 0.2 µM of each primer (CV-F2 and CV-R2), 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 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 µl reaction mixture 

optimized with Platinum Taq HiFI (Invitrogen
TM

) (cycling conditions can be informed upon 

request) and the oligo sequences as follows:Circo1_F(5’-CTTTCTCCCAGTTAATTCTCC-

3’), Circo1_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-TOPO

®
 cloning kit (Invitrogen

TM
). 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 II (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/II and BatCV POA/2012/VI, respectively) and two nearly complete circular 

DNA genomes of 1,750 and 1,760 bp (named BatCV POA/2012/I 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 I 

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 

successby 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 I) [19,21-23]. 

 The predicted protein sequences encoded by ORF2 (cap) and ORF1 (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/II 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/II 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/I 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 ssDNA 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 II 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 II, 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 ssDNA 
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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/VI 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 II 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 I 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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able 1.Main features of BatCV POA genomes. 

 Nt Cap Strand Size(nt) Size(aa) Rep Strand Size(nt) Size (aa) 

CI 1608 967-

1560 

+ 594 197 953-120 - 834 277 

CII 1755 1676-

981 

- 696 231 142-984 + 843 280 

CV 1728 643-47 - 597 198 657-1490 + 834 277 

CVI 1790 1583-

924 

- 660 219 88-786 + 699 232 
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Table 2.Pairwise comparison of the BatCVs POA I,II, V and VI based on aminoacid 

identities (%) shared by CAP and REP proteins. 

 
  Cap protein     Rep protein  

 

Genomes 

BatCV 

POA/I 

BatCV 

POA/II 

BatCV 

POA/V 

BatCV 

POA/VI 

BatCV 

POA/I 

BatCV 

POA/II 

BatCV 

POA/V 

BatCV 

POA/VI 

BatCV POA/I - 15.5 88.8 17.5 - 30.4 9.2 21.4 

BatCV POA/II 15.5 - 15.9 33.9 30.4 - 31.8 44.4 

BatCV POA/V 88.8 15.9 - 17.5 9.2 31.8 - 20.7 

BatCV POA/VI 17.5 33.9 17.5 - 21.4 44.4 20.7 - 
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Table 3.Organization and genomic features of the potential stem-loop structures found in 

the four BatCVPOA genomes. 

 
Genome Putative stem-loop structure Hairpin 

length 

Loop length Nonamer 

sequence 

BatCV 

POA/I 

 

31 13 TAATACTGT 

BatCV 

POA/II 

 

34 12 TAATACTAA 

BatCV 

POA/V 

 

31 13 TAATACTAT 

BatCV 

POA/VI 

 

33 13 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–VII. Theevolutionary history was inferred by using the maximum likelihood method 

based on the Poisson correction model. Evolutionary analyses were conducted in 

MEGA5[29]. 
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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. 
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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 MEGA5 [29]. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Entre as diferentes espécies de animais silvestres que podem agir como 

reservatórios de vírus na natureza, os morcegos parecem ter importância 

destacada. Até o momento foram identificados vírus de quinze famílias em pelo 

menos duzentas espécies de morcegos de 12 diferentes famílias ao redor do 

mundo (O´Shea et al., 2014). Até o momento não se sabe por que diferentes 

espécies de morcegos podem albergar tantas espécies de vírus. Fatos como a 

longevidade (25-35 anos de vida), aspectos da sua evolução (morcegos surgiram 

muito cedo e não mudaram muito em comparação com outros mamíferos), a 

estrutura populacional (formação de metapopulações) e aspectos da imunologia 

dos morcegos parecem contribuir para o seu papel como reservatórios desta 

grande variedade de vírus. Além disso, são animais capazes de voar por longas 

distâncias e compartilhar, em alguns casos, o mesmo abrigo ou ambientes. 

Especula-se que estas características possam facilitar a persistência e transmissão 

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

 Detectamos a presença de RNA viral da família Coronaviridae em 

colônia de morcegos insetívoros em área densamente povoada na região central 

do município de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Neste trabalho, apenas 

alphacoronavírus foram detectados, os quais, diferentemente de betacoronavírus 
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de morcegos, aparentemente não apresentam potencial zoonótico. Destacamos 

que este é o primeiro trabalho realizado no país para a detecção de 

alphacoronavírus em espécies de morcegos insetívoras (Molossus molossuse 

Tadarida brasiliensis)com uma frequência de 20% de detecção nas amostas 

analisadas. Estudos epidemiológicos adicionais precisam ser realizados visando à 

identificação de outros coronavírus, com atributos filogenéticos mais complexos em 

colônias e espécies de morcegos distintas e verificando, se esse padrão 

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

Também foi possível amplificar DNA viral da família Adenoviridae a partir 

de espécimes de morcego hematófago Desmodus rotundus. Trata-se da primeira 

detecção nesta espécie de morcego, que ocorre apenas na América do Sul. 

Entretanto, o limitado tamanho da sequência gênica obtida não permitiu a 

confirmação de que se trata de uma nova espécie de vírus, 

mesmoapresentando75% de identidade a nível de nucleotídeos no gene que 

codifica a DNA polimerase. 

Por fim, descrevemos a presença de quatro novos DNAs circulares 

pertencentes à família Circoviridae detectados em fezes de morcegos insetívoros 

(Molossus molossus e Tadarida brasiliensis), utilizando técnicas de PCR 

consensus e inversa para um vírus DNA fita simples circular. A grande diferença a 

nível de aminoácidos observada no sequenciamento inicial do gene rep, foi 

confirmada após o sequenciamento completo, ou quase completo dos quatro 

genomas. Esses dados confirmam que essas são novas espécies dentro da família 

Circoviridae. Além disso, provavelmente, dois desses genomas pertencem a um 

possível novo gênero dentro desta família.  
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A detecção desses vírus a partir de amostras de fezes e tecidos de 

diferentes espécies de morcegos encontrados no estado do Rio Grande do Sul é 

inédita e contribuirá para que estudos subsequentes o utilizem como parâmetro em 

investigações que abranjam outras regiões do país e uma maior diversidade de 

espécies analisadas. Por serem estudos iniciais, não se conhece a real distribuição 

desses vírus entre diferentes espécies de morcegos ou outros hospedeiros, nem o 

potencial patogênico para esses animais ou mesmo para humanos. Sendo assim, 

esse estudo deverá ser ampliado com relação à amostragem analisada e às 

técnicas utilizadas para detecção viral. Somente assim poderemos ter uma ideia 

mais precisa sobre o papel dos morcegos na manutenção de vírus na natureza e 

na disseminação para outros hospedeiros, avaliando o impacto que um eventual 

surto de viroses emergentes teria em relação à fauna silvestre e levando em 

consideração, humanos que poderiam estar expostos a um risco de infecção, tanto 

em ambientes inóspitos, como em grandes centros urbanos.   
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6. CONCLUSÕES 

As atuais técnicas moleculares têm auxiliado epidemiologistas e 

profissionais de saúde a detectar possíveis surtos de vírus que possam se tornar 

emergentes, colocando em risco a saúde humana e animal.  

Ainda não é possível prever quando e como ocorreriam surtos de vírus 

emergentes, mas é importante realizar estudos de vigilância epidemiológica sobre 

a vida animal selvagem, já que evidências mostram que estes sejam os principais 

carreadores de enfermidades infecciosas.   

Com ações de desflorestamento, atividades antropogênicas e a maior 

invasão do homem em ambientes tidos como inóspitos, há uma maior 

predisposição ao contato com a vida silvestre, o que possibilitaria uma provável 

transmissão interespécie. O estudo da diversidade viral em morcegos e sua 

biologia ajudarão a compreender e a ter uma resposta a novos vírus emergentes. 

O objetivo deste trabalho foi alcançando no que diz respeito à detecção de 

diferentes vírus em amostras biológicas de morcegos no Sul do Brasil. Esses 

estarão disponíveis, 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 regiões, o que auxiliará a melhor compreender a presença 

de possíveis vírus emergentes nessas espécies. 
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