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ABREU, Wandercleyson Ucho6a. Ecovigilancia Molecular e Metagendmica viral em
morcegos de ambientes urbanos da Amazonia. 2023. 148f. Tese. (Doutorado em
Biodiversidade e Biotecnologia) — Rede Bionorte — Universidade Federal do Para.

RESUMO

Estudos acumulados ao longo dos ultimos anos, tem mostrado que os morcegos podem abrigar
muitos virus, inclusive espécies de importancia medica que podem ser transmitidos a humanos
e outros animais, e causar doenca. Atualmente, o0 mundo sofre as consequéncias de um virus,
cuja origem ainda é desconhecida, porém, indicios tem reportado, como sendo um coronavirus
de origem de morcegos. Assim, estudos moleculares e metagendmicos extensivos de amostras
bioldgicas nesses animais, podem revelar um grande ndmero de virus, tanto aqueles ja
classificados como também, de virus novos. Para tanto, com o objetivo de caracterizar
molecularmente a diversidade viral de quirdpteros da regido urbana do Municipio de Santarém-
Para-Brasil, realizamos um estudo metagendmico e prospectivo a partir de amostras bioldgicas
de sangue, swabs oral e anal e de diferentes 6rgdos (intestino, figado, rins e baco). Foram
coletadas amostras de 5 espécies: Noctilio albiventris — n=19, N. leporinus n=1, Artibeus
lituratus n=15, Myotis sp. n=06 e Molossus molossus n=67, pertencentes a 4 Familias
(Phyllostomidae, Molossidae, Vespertilionidae e Noctilionidae). Para as analises, 376 amostras
bioldgicas, pré-processadas para o sequenciamento, foram divididas em pools (SO=56, SA=56,
S=56, 1=52, F=52, R=52 e B=52) e submetidas ao SNG na Plataforma Illumina (NovaSeq6000).
Foram gerados contigs de 16 familias virais — Adenoviridae, Anelloviridae, Astroviridae,
Bornaviridae, Circoviridae, Coronaviridae, Genomoviridae, Hespesviridae, Parvoviridade,
Papillomaviridae, Picobirnaviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae, Paramyxoviridae,
Rhabdoviridae e Retroviridae. A maior variedade de nucleotideos de familias virais foi
encontrada nos pools de baco e intestino (11 familias), seguidos das amostras de swab oral (10
familias). Uma diversidade virus de interesse em saude publica e veterinaria tiveram contigs
montados durante a metagendmica das amostras, incluindo Coronavirus, Retrovirus,
Adenovirus, Parvovirus, Papilomavirus e outros. Um novo Chaphamaparvovirus (CHPV) foi
identificado em pools de figado de M. molossus bem como novos Totivirus que se agruparam
filogeneticamente e estéo relacionados a outros Totivirus descobertos em outros invertebrados.
Este estudo forneceu informagbes importantes sobre a diversidade viral das espécies de
morcegos estudadas, onde pudemos registrar leituras de material genético de virus
classificaveis e novos nas diferentes amostras bioldgicas e que tais registros podem dar base
para propor a vigilancia continua de virus de potencial infeccioso a partir dos estudos de
amostras bioldgicas dos morcegos da regido.

Palavras-chave: Diversidade viral; Metagendmica; Morcegos; Sequenciamento de Nova
Geracdo — SGN.



ABREU, Wandercleyson Uchbéa. Molecular Epidemiological and Viral Metagenomic
Ecovigilance in Bats from Urban Amazon Environments. 2023. 148f. Thesis. (Doctorate in

Biodiversity and Biotechnology) — Bionorte Network — Federal University of Para

ABSTRACT

Studies accumulated over the past years have shown that bats can harbor many viruses,
including medically important species that can be transmitted to humans and other animals, and
cause disease. Currently, the world is suffering the consequences of a virus, whose origin is still
unknown, but evidence has reported it to be a coronavirus of bat origin. Thus, extensive
molecular and metagenomic studies of biological samples from these animals may reveal a
large number of viruses, both classified and novel. Therefore, in order to molecularly
characterize the viral diversity of chiropterans from the urban region of the Municipality of
Santarem-Para-Brazil, we have performed a prospective metagenomic study from biological
samples of blood, oral and anal swabs and organs (intestine, liver, kidneys and spleen), collected
from 5 species of bats: Noctilio albiventris - n=19, N. leporinus n=01, Artibeus lituratus n=15,
Myotis sp. n=06 and Molossus molossus n=67, belonging to 4 Families (Phyllostomidae,
Molossidae, Vespertilionidae and Noctilionidae). For the analyses, 376 biological samples, pre-
processed for sequencing, were divided into pools (SO=56, SA=56, S=56, 1=52, F=52, R=52
and B=52) and submitted to SNG on the Illumina Platform (NovaSeq6000). Contigs were
generated from 16 Families - Adenoviridae, Anelloviridae, Astroviridae, Bornaviridae,
Circoviridae, Coronaviridae, Genomoviridae, Hespesviridae, Parvoviridade,
Papillomaviridae, Picobirnaviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae, Paramyxoviridae,
Rhabdoviridae and Retroviridae. The greatest nucleotide variety of viral families was found in
the spleen and intestine pools (11 Families), followed by the oral swab samples (10 families).
A diversity of viruses of public health and veterinary interest had contigs assembled during
metagenomics of the samples, including Coronavirus, Retrovirus, Adenovirus, Parvovirus,
Papillomavirus and others. A novel Chaphamaparvovirus (CHPV) was identified in M.
molossus liver pools as well as novel Totiviruses that clustered phylogenetically and are related
to other Totiviruses discovered in other invertebrates. This study provided important
information on the viral diversity of the bat species studied, where we were able to record
readings of classifiable and novel viruses in the different biological samples and that such
records can be a basis to propose continued surveillance for viruses of infectious potential from
the studies of biological samples from bats in the Region.

Keywords: Bats; Metagenomic; Next Generation Sequencing - NGS; Viral Diversity.
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1- INTRODUCAO

Grande parte das zoonoses, que tém origem em animais silvestres, sdo causadas por
virus. Portanto, estimar corretamente a diversidade viral em grupos zooldgicos pode fornecer
subsidios para melhorar a vigilancia sobre as zoonoses emergentes e reemergentes (SIMON
ANTHONY et al. 2013).

Neste sentido, 0s morcegos, apesar de atuarem como agentes bioldgicos por exercerem
importante contribuicdo para o equilibrio natural de muitas regifes do pais, atuando como
polinizadores, disseminadores de sementes e controladores de populagdes de insetos, podem
ser reservatorios naturais de muitos microrganismos e transmitir diversas doencas a outros
animais e ao ser humano (KUIKEN et al. 2005).

A recente epidemia causada pelo SARS-CoV-2 veio reforcar as premissas de que 0s
morcegos sao implicados como hospedeiros reservatdrios naturais para varios virus emergentes
que podem induzir doencas graves em humanos. Além disso, evidéncias acumuladas em
pesquisas, mostram gue virus emergentes, como Ebola virus (EBOV), Coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV e coronavirus respiratorio do Oriente Médio - MERS-
CoV), reforcam a ideia de que 0s morcegos participam, juntamente com outros hospedeiros,
como civetas para SARS-CoV e camelos para MERS-CoV, como reservatérios virais proximos
para infecgdo humana (OLIVAL e HAYMAN, 2014; MEMISH et al. 2013; LEROY et al.
2005; AMMAN et al. 2015).

Dados sobre distribuicdo geografica, tem mostrado que em regides tropicais, como a
area de estudo dessa pesquisa, a transmissao de muitos virus ocorre ao longo de todo o ano.
Esses locais, possibilitam que tanto vetores como hospedeiros compartilhem ambientes, e essa
interacad tem favorecido o conhecimento de novos arbovirus nessas regifes, sendo registrados
mais de 530 virus no Catélogo Internacional dos Arbovirus e outros virus de vertebrados
(VASCONCELOS et al. 2013).

Alem disso, mudancas ecol6gicas no habitat natural dos reservatdrios desses virus
levam a alteracfes em seus ciclos, podendo haver adaptacdo a novos reservatorios e, com isso,
aumentar sua multiplicacdo e o risco da emergéncia (FIGUEIREDO, 2007). Tambem, as
alteracOes de ecossistemas e recursos naturais tem contribuido diretamente para o surgimento
e disseminagdo de agentes infecciosos, e juntamente com a invasdo humana em éareas de
floresta, tem ampliado a interface entre a vida selvagem e o0 homem, aumentando diretamente
as oportunidades para o surgimento de novas doencas infecciosas e sua transmissdo para as
pessoas (BARCELLOS et al. 2009). Um exemplo de surgimento de doenca viral que pode
estar associada a mudancas ambientas foi a raiva, uma zoonose cujo reservatorio principal é o

morcego e transmitida por animais que se habituou a ambientes urbanos (SINGH et al. 2001).


https://ehp.niehs.nih.gov/doi/full/10.1289/ehp.6877#b50-ehp0112-001092
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Desta maneira, considerando as informacGes relevantes de que 0s morcegos sao
implicados como reservatdrios de virus de importancia mundial em satde publica, sua deteccao
e identificacdo em laboratorio, seguida de estudos de patogenia e monitoramento de infeccdes,
tem sido utilizadas com sucesso, para explorar a relagdo entre virus e seus reservatorios, e
contribuir para o diagnéstico e controle de infec¢des em humanos, advindas de quirdpteros em
areas silvestres e urbanas (KUIKEN et al. 2005),

Nesse sentido, métodos de biologia molecular como a Transcricdo Reversa (Reverse
Transcription-RT) seguida da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (Polymerase Chain Reaction-
PCR), tem sido utilizado por muito tempo, para a detec¢do e identificacdo de varios agentes
infecciosos, incluindo os Alphavirus, Flavivirus e Orthobunyavirus (MAHERSTURGESS et
al. 2008). E atualmente, com o advento do sequenciamento gendmico de nova geracdo (NGS),
em principio com a aplicagdo do método de pirossequenciamento e posteriormente com a
segunda geracao utilizando os métodos de sequenciamento paralelo e semi-conducgéo inica,
tais técnicas tem possibilitado que um grande numero de genomas virais tenha sido descobertos,
principalmente referente a agentes virais ndo cultivaveis (MILLER et al. 2013, SCHLABERG
et al. 2017).

Assim, observa-se atualmente que novas sequéncias virais sdo constantemente
descobertas em uma ampla faixa geografica e em um nUmero crescente de espécies de
morcegos. E como resultado dos crescentes esforcos de pesquisa sobre morcegos e doencas
infecciosas, a tarefa de conhecer os virus da quiropterofauna de regides brasileiras, torna-se
relevante e necessaria. Para tanto, estudos de campo, especialmente sobre 0s virus de potencial
zoondtico e seus reservatorios naturais fornecem informacdes valiosas, gerando dados
epidemioldgicos, e por isso, com base em tais necessidades, nosso estudo pretendeu expor um
repertorio dindmico, sobre a diversidade viral obtida por NGS em amostras bioldgicas de

morcegos de ambientes urbanos na Amazonia.
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1.1- OBJETIVOS
1.2.1— Geral
Identificar e caracterizar os tipos virais presentes em espécies de morcegos capturados
na &rea urbana da cidade de Santarém/PA.
1.2.2 — Especificos

Observar as diferencas virais para cada tecido coletado (saliva, sangue, amostra fecal,
intestino, baco, figado e rins);

Identificar virus de interesse em Medicina Veterinaria e Salde Publica nas diferentes
amostras bioldgicas dos morcegos;

Caracterizar e prospectar genomas de novos virus em diferentes amostras biologicas de
morcegos;

Identificar taxonomicamente as sequéncias ou genomas Virais obtidos.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - MORCEGOS COMO RESERVATORIOS DE VIRUS.

A ordem Chiroptera (morcegos) é um taxon rico em espécies que se destaca por ser
capaz de voar com poténcia Unica. Os morcegos representam 1.423 das mais de 6.400 espécies
conhecidas de mamiferos (SIMMONS e CIRRANELLO, 2020). Os quirdpteros sdo a segunda
ordem de mamiferos mais diversa na Terra, depois dos roedores, compreendendo
aproximadamente 22% de todas as espécies de mamiferos nomeados, e residem em todos 0s
continentes, exceto na Antartica (BURGIN, 2018).

Os morcegos sdo especies-chave das quais outras faunas e flora sdo altamente
dependentes para fertilizacdo, polinizacdo, dispersdo de sementes e controle de populacfes de
insetos (VOIGT e KINGSTON, 2015). Entre as familias reconhecidas atualmente
Emballonuridae, Molossidae e Vespertilionidae ocorrem no Novo e no Velho Mundo,
Cistugidae, Craseonycteridae, Hipposideridae, Megadermatidae, Miniopteridae, Mystacinidae,
Myzopodidae, Nycteridae, Pteropodidae, Rhinolophidae, Rhinolophidae e Furopomatidae,
apenas no Velho Mundo. Ja as familias Furipteridae, Mormoopidae, Natalidae, Noctilionidae,
Phyllostomidae e Thyropteridae ocorrem apenas no Novo Mundo (FENTON e SIMMONS
2015).

O Brasil abriga cerca de 20% da riqueza mundial de morcegos, apresentando registros
em florestas tropicais, de nove familias, 14 subfamilias, 68 géneros, 181 espécies de morcegos
oficialmente registradas, sendo 10 espécies endémicas no pais. As familias de morcegos que
ocorrem no territorio brasileiro sdo: Emballonuridae (7 géneros, 17 espécies), Furipteridae (1
género, 1 espécie), Molossidae (8 géneros, 31 espécies), Mormoopidae (1 género, 4 espécies),
Natalidae (1 género, 1 espécie), Noctilionidae (1 género, 2 espécies), Phyllostomidae (43
géneros, 93 espécies), Thyropteridae (1 género, 5 espécies), Vespertilionidae (5 géneros, 26
especies) (GARBINO et al. 2020).

Os morcegos tém sido associados a doencas infecciosas desde o século XX. Seu papel
na transmissdo do virus da raiva (RABV) levou Metchnikov a investigar macrofagos de
morcegos frugivoros e as respostas imunoldgicas frente a essa infeccdo em
1909 (METCHNIKOFF. 1909). Ao longo do tempo, varios surtos virais novos ou reemergentes
associados com transbordamento de reservatérios de morcegos foram documentados, e varios
relatérios destacaram o risco de eventos futuros de transbordamento em popula¢des humanas
(CALISHER et al. 2006).

Consequentemente, tem havido especulacfes repetidas de que os morcegos podem ser
unicos em seu potencial para abrigar virus zoondticos (CALISHER et al. 2006). As

caracteristicas que podem tornar 0os morcegos adequados para hospedar mais virus em geral
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(zoondticos e ndo zoondticos) que incluem: uma expectativa de vida relativamente longa para
0 tamanho de seu corpo que pode facilitar a persisténcia viral para infec¢bes cronicas
(MUNSHI-SOUTH e WILKINSON 2010); a dependéncia de algumas espécies em manter
torpor prolongado, que pode diminuir a replicagdo viral e a fungdo imunoldgica; e o voo,
permitindo movimento e dispersdo viral por longas distdncias em algumas espécies
(PRENDERGAST et al. 2002).

Além disso, muitas espécies de morcegos sdo gregarias, como a exemplo, algumas
colonias de morcegos mexicanos de cauda livre (Tadarida brasiliensis mexicana), que podem
atingir altas densidades por metro quadrado, com populagdes de centenas de individuos por
caverna (BETKE et al. 2008). Esses locais de empoleiramento podem abrigar diversas espécies
de morcegos e essas altas taxas de contato intra e interespecifico, podem facilitar a transmisséo
rapida de patdgenos e tais populagdes podem sustentar infecgdes imunizantes persistentes
(KUZMIN et al. 2010).

Desde que Antonio Carini, médico italiano, entdo diretor do Instituto Pasteur, que em
1911 admitiu, pela primeira vez, a hipotese de os morcegos hematdfagos atuarem como
transmissores da raiva, em um surto de raiva bovina e equina que acometeu 4.000 animais em
Santa Catarina (CARINI, 1911), varios estudos tem buscado ampliar o conhecimento da
diversidade viral cujos 0s morcegos atuem como reservatorio.

Dos estudos pioneiros de virus em quirdpteros, os membros da familia Rabdoviridae e
género Lyssavirus, cujo principal reservatorio sdao os morcegos (BANYARD et al. 2011),
representam uma grande parcela nas referéncias bibliograficas da area. O virus rabico (RABV)
é um dos virus mais conhecidos, dada a sua importancia médica, que causa uma pan-encefalite,
a raiva, com letalidade em torno de 100% em humanos e outros animais. A infec¢éo pelo virus
rdbico é considerada zoonoOtica, transmitida através da mordedura, arranhadura ou
contaminagdo das mucosas com saliva de vertebrados infectados pelo Lyssavirus, para
individuos suscetiveis. Dentre os ciclos bioldgicos de transmissdo da doenga, 0 morcego tem
participacdo em dois deles: rural (animais de producdo) e silvestre aéreo (exclusivamente por
morcegos) (TAKAOKA, 2009).

Com o avancgo das pesquisas, novos virus foram implicados como tendo os morcegos
como reservatorio. Dentre eles, quatro novos coronavirus sugiram e por serem coronavirus
(CoV) semelhantes aos detectados em outras espécies de morcegos, posicionaram esses
mamiferos em evidéncia para pesquisas de descobertas virais (HAN et al. 2015, HU et al.
2015). Esses novos CoVs causaram impactos significativos na saide humana e na economia
global. Inicialmente, dois deles, que apresentam tropismo aos pulmdes e causam sindrome

respiratoria aguda grave (SARS) (GE XY et al. 2013) e a sindrome respiratoria do Oriente
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Médio MERS (YANG et al. 2014). Ambos os virus causaram surtos, sendo que o SARS em
2002-2003 levou a 8.096 casos, com mortalidade de 10% em 27 paises e, cerca de 1.900 casos
de MERS foram notificados, com uma taxa de mortalidade de cerca de 35% no ano de 2012
(WHO, 2012).

O terceiro coronavirus, o coronavirus da diarréia epidémica suina (PED-CoV) (HUANG
et al. 2013) foi introduzido nos rebanhos de suinos comerciais da América do Norte e levou a
uma perda econémica de quase 2 bilhdes de dolares nos Estados Unidos (HAN et al. 2015, HU
et al. 2015).

Desde entdo, com o inicio da pandemia causada pelo SARS-CoV-2, 0 mais recente
coronavirus emergente no mundo, muitas informacfes tém apontado 0s morcegos como
responsaveis por sua origem. Entretanto, ndo ha nenhum estudo categdrico consensual até a
atualidade mostrando uma conexdo direta entre 0os morcegos e o virus SARS-CoV-2,
responsavel pela pandemia de COVID-19. Desta maneira, pesquisas apontam para um
hospedeiro intermediario ainda ndo descoberto. O sequenciamento do genoma SARS-CoV-2
(WU et al. 2020), o virus causador da doenca em humanos, foi o ponto de partida para os
estudos em busca de evidencias em hospedeiros desse virus. Assim, apesar do sequenciamento
gendmico de um coronavirus (RaTG13), previamente isolado de morcegos Rhinolophus affinis
na China apresentar cerca de 96% semelhante ao genoma SARS-CoV-2 (ZHOU et al. 2020), e
tenha alta similaridade genética com o SARS-CoV-2, a divergéncia na regidao do dominio
ligante do receptor viral (RBD), sugeriu que este coronavirus de morcego ndo pode se ligar de
forma eficiente ao ECA2 humano, deixando assim, lacunas sobre a real origem do novo
coronavirus.

Outros virus como o Hendra e o Nipah, ambos paramixovirus zoondticos altamente
patogénicos (Mononegavirales, Paramixoviridae), foram detectados em morcegos nas ultimas
décadas (MARSH et al. 2012). Outro paramixovirus detectado também em quirdpteros chamados
de raposas voadoras (Pteropus alecto), o virus Menangle (género Rubulavirus), foi responsavel
por uma doenca zoondtica em 1997 que afetou porcos e humanos em New South Wales,
Australia. Nesse estudo, os anticorpos capazes de neutralizar o virus Menangle, foram
detectados nessa especie, fornecendo assim evidéncias provisorias da origem de um morcego
para esse virus. Tanto que estudos posteriores, mostraram em raposas voadoras negras e em
amostras de morcegos indonésios, a presenca de RNAs de henipavirus e desse rubulavirus
(BARR et al. 2012).

No Brasil, foram identificadas pelo menos 181 especies de morcegos em diferentes
biomas, algumas das quais definitivamente associadas a transmisséo de zoonoses importantes,

como raiva e histoplasmose. Devido a grande diversidade de alfacoronavirus e betacoronavirus
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relatados em morcegos, acredita-se que tais espécies sejam reservatorios e progenitores de
muitos membros desses géneros, enquanto delta e gammacoronavirus parecem ter se originado
do CoV de aves. A maioria dos CoVs recuperados de morcegos brasileiros sao alfacoronavirus
(Lima et al. 2013; SIMAS et al. 2015; ASANO et al. 2016). No entanto em 2016, dois
betacoronavirus distintos que se agruparam dentro do MERS-CoV foram detectados em
morcegos com potencial contato com humanos do bioma Mata Atlantica (GOES et al. 2016).

Com o objetivo de detectar novos coronavirus, um estudo conduzido com amostras de
97 morcegos do Brasil, identificou em morcegos Molossus rufus e Molossus molossus, um novo
alfacoronavirus, idéntico ao que foi detectado, denominado de BatCoV- M. rufus 28 / Brasil /
2010. Ambos os espécimes foram coletados no Brasil durante 2010 em éareas urbanas de
propriedades residenciais (GOES et al. 2013). Mais recentemente, outros coronavirus também
foram identificados em Molossus rufus (21,9%), Molossus molossus e Artibeus
lituratus (20,3% cada) e Artibeus planirostris (23,1% cada) (BITTAR et al. 2020).

Os virus da influenza A sdo as principais causas de doencas humanas e sdo
predominantemente mantidos em reservatérios avidrios (OLSEN et al. 2006). Entretanto,
estudos pioneiros de 2012 a 2013, detectaram os primeiros Influenza A virus de morcego,
denominados H17N10 e H18N11, descobertos em duas espécies de morcegos, Sturnira
lilium (morcego de ombros amarelos) e Artibeus planirostris (morcego frugivoro de cara
achatada) (TONG et al. 2012). Anos depois, no Brasil, a triagem de 533 morcegos para
Influenza virus, mostrou o subtipo HL18NL11 em intestinos de dois morcegos da espécie A.
lituratus. Neste estudo, altas concentragdes sugeriram eliminacdo fecal do virus e, as
caracterizacdes gendmicas revelaram a conservacao de genes virais em diferentes espécies de
hospedeiros (CAMPOS et al. 2019).

Sequéncias de membros das familias Herpesviridae, Paramyxoviridae e Parvoviridae
também foram detectadas em amostras de morcegos de diversas regides do Brasil, sendo que
as andlises filogenéticas realizadas mostraram relagBes com linhagens semelhantes aquelas
detectadas em humanos. Esses estudos alertam a importancia de se manter um trabalho continuo
e sistematico em relacdo a vigilancia de potenciais reservatorios naturais (ARAUJO et al. 2012;
DREXLER et al. 2012; SOUZA et al. 2017).

Outro grupo de virus pesquisados em morcegos sdo 0s arbovirus. Apesar de varios
estudos terem resultados negativos para uma diversidade de familias pertencentes a estes virus
(PRICE, 1978; CHIANG et al. 2018), muitas pesquisas j& tem detectado a presenca de muitos
arbovirus em quiréptero, como a deteccdo duas cepas do virus Nepuyo isoladas de morcegos
Artibeus jamaicensis e A. lituratus em Honduras, e evidéncias de soros protetores, encontrados

em morcegos frugivoros jamaicanos em Trinidad (CALISHER et al. 1971). Kading et al.



17

(2018), detectarm um titulo significativo de anticorpos neutralizantes contra o virus da febre
amarela em um morcego rousette egipcio em Uganda em 2012, indicando que 0s morcegos
estdo expostos a este virus na natureza.

Outros estudos para arbovirus, neste caso para detec¢do de Flavivirus em morcegos,
identificaram o acido nucléico do Dengue virus (DENV) e os anticorpos anti-DENV em
morcegos mexicanos na costa do Golfo e do Pacifico, e o &cido nucléico foi detectado no figado
e/ou soro de morcegos selvagens capturados na Guiana Francesa (AGUILAR-SETIEN et al.
2008, THOISY et al. 2009).

Por ser o Brasil um grande pais tropical altamente povoado, com um ter¢o de seu
territorio coberto por florestas, o pais apresenta condi¢des ideais para a existéncia de muitos
arbovirus (FIGUEIREDO, 2007), mais de 200 arbovirus foram isolados no pais, e
aproximadamente quarenta desses virus, causam doencas em humanos (CASSEB et al. 2013).
Porém, apesar da infeccdo de morcegos por arbovirus tem sido relatada por varios autores e
embora tenha sido levantada a possibilidade de atuarem como reservatorios naturais, ainda ndo
estd claro se eles desempenham esse papel no ciclo ecoldgico, deixando portanto, a ampla
possibilidade de estudo desse grupo de virus em morcegos (CALISHER et al. 2006, KUNO et
al. 2005, KUNO et al. 2017).

As hipdtese de que 0s morcegos sdo 0s principais reservatorios de varias familias de
virus de RNA a partir dos quais foram derivados outros virus de mamiferos, inclusive de seres
humanos (SMITH e WANG, 2013) e o0s registros de humerosos virus altamente patogénicos
identificados em quirdpteros (HAYMAN, 2016), tem embasado novos estudos de investigacdes

sobre viromas de morcegos ao redor do mundo.

2.2 — O PROCESSO DE URBANIZACAO E AS MUDANCAS NOS HABITATS DE
MORCEGOS: FATORES QUE DETERMINAM AS INTERA(;()ES PARA O
SURGIMENTO DE VIROSES ZOONOTICAS.

Com a invasdo humana em areas naturais se intensificando, particularmente naquelas
com alta riqueza bioldgica de morcegos, reconhecidos como importantes reservatorios de virus
zoonoticos, consideravel preocupacgéo e interesse tém sido gastas com eles, pela auroridades
sanitarias. Além disso, os morcegos de algumas espécies se adaptam bem a habitats
modificados, de modo que esses vertebrados se tornaram rapidamente um foco de estudos
epidemiolégicos (CEBALLOS e EHRLICH, 2006; JONES et al. 2009; LUIS et al. 2013).

O aumento do contato ou interagdo humano-animal resultante de: mudangas no
comportamento humano e animal, no habitat, na ecologia, na biologia de vetores, na

adaptabilidade de patdgenos, na mudanca nas praticas agricolas e sistemas de producgdo
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pecuaria, na seguranca alimentar, na urbanizacdo, no desmatamento e mudancas climaticas,
estdo entre os fatores desencadeadores para emergéncia de doencas zoonoticas. Neste sentido,
estudos mostram que nessas condicdes, a vida selvagem pode atuar como uma fonte para
patdgenos zoondticos emergentes e reemergentes (KRUSE et al. 2004; LINDAHL e GRACE,
2015).

A densidade da populacdo humana estd fortemente correlacionada com o risco de
emergéncia para todas as principais classes de doencas infecciosas emergentes, atualmente
conhecidas (WEISS e MICHAEL, 2004). Dessa forma, considerando o conceito de infec¢oes
zoonGticas, aquelas entre pessoas que vém de fontes animais, a biodiversidade foi
correlacionada com o surgimento de novas doencas infecciosas em escala macro (NAEEM,
2009). Mais especificamente, a quantidade de hospedeiros mamiferos para infeccdes
zoondticas se associa com a riqueza de espécies entre os mamiferos (DIZNEY et al. 2009). Isso
mostra que, a invasdo humana em habitats ricos em espécies, pode simultaneamente diminuir
a biodiversidade e aumentar a exposicdo das pessoas a novos micrébios e novas doencas
(CHAN et al. 2010).

Pesquisas tem esclarecido que a acdo humana mais impactante no ambiente, tem sido a
mudanga na cobertura dos solos (NEWBOLD et al. 2015). Durante este processo, que envolve a
supressao e queima da vegetacdo nativa, a maioria das espécies vegetais e animais sésseis com
reduzida mobilidade (ex.: moluscos, artropodes, anfibios) é extinta rapidamente; porém, as
espécies que conseguem fugir de forma rapida (ex. mamiferos, aves) e que ndo foram
incineradas fogem, deixando os recursos alimentares, abrigos e suas proprias crias (TURNER,
2010). Nessa migracéo, decorrente da reducdo dos seus habitats e nichos, os animais em fuga,
sdo obrigados a se dispersar em busca de refugios na extensao de seu nicho fundamental, onde
os recursos e condicbes disponiveis sdo favoraveis & sobrevivéncia (SOBERON E
NAKAMURA, 2009). Tal situacdo gera uma nova condi¢do nas areas que ja estdo ocupadas
com biodiversidade local e leva a impactos decorrentes tanto da intensificacdo, como da
competicdo, da predacédo e da superexploracdo de recursos (alimentacdo e abrigos) (BURDON
et al. 2019). Nesses novos ambientes, ocorre 0 aumento repentino de biodiversidade,
potencializando o contato entre os organismos, e dessa maneira, elevando a probabilidade de
transmissdo e circulacdo de parasitos dentro das populacdes, mas também
de spillover (transbordamento) entre espécies (WILKINSON et al. 2018).

Em ambiente espacialmente reduzido e “compactado” por um grande nimero espécies,
0 processo de transmissé@o viral é facilitado e pode ocorrer por meio de interacGes diretas,
notavelmente por predagdo e conflitos entre individuos, por relagbes sexuais ou

comportamentais e sociais, e agrupamentos noturnos ou compartilhamento de abrigos. De
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forma indireta, poderd ocorrer pelo contato com urina e fezes contaminadas durante o
compartilhamento de habitat, pelo contato com saliva e muco durante 0 uso de recursos
alimentares, ou pelo contato com sangue e restos de animais predados (JOFRIN et al. 2018).

Em ambientes com alta sobreposi¢do de habitat, como mencionado anteriormente, 0s
recursos compartilhados entre espécies tornam-se superexplorados, aproximando as diferentes
espeécies e intensificando os riscos de transbordamento, principalmente pelo compartilhamento
de abrigos por espécies de diferentes nichos (PLOWRIGHT et al. 2017).

Sobre 0 uso do solo, alguns modelos em que hé& converséao integral das &reas naturais,
criam zonas transicionais abruptas entre ambientes silvestres e matrizes antrdpicas (plantacdes,
estradas e areas urbanas). Nessa transi¢cdo forma-se o que se chama de cinturdo marginal
contornando os fragmentos remanescentes, que atua como ecdtono, sob influéncia do “efeito
de borda” (FLETCHER et al. 2018; FAHRIG et al. 2019). De modo geral, esse efeito de bordas
transicionais largas, resultam em maior probabilidade de transbordamento em paisagens
altamente fragmentadas; propiciando maiores riscos de troca de patdgenos intra e interespécies.
Isso porque, as bordas, por se comportarem como ecotonos, apresentam alta diversidade, por
serem interfaces usadas por espécies oriundas de variados tipos de ambientes; portanto, nessa
faixa haveria potencial também para uma maior diversidade viral, aumentando o risco
de transbordamento (FLETCHER et al. 2018; FAHRIG et al. 2019).

Dentre os principais efeitos relacionados ao efeito borda, esta o aumento do risco de
novas epidemias, pois conforme o efeito de borda consome a floresta, por diversos motivos
pode haver um grande fluxo de animais entre os fragmentos, como por exemplo a rotineira
atividade de forrageamento ou os eventuais episodios reprodutivos. Durante essas atividades
esses animais silvestres casualmente podem entrar em contato com seres humanos e transmitir
patdgenos nunca antes catalogados (COUTINHO, 2020).

Desta maneira, a conversdo dos solos e a fragmentacdo dos habitat de diferentes espécies
animais, geram zonas de maior contato, viabilizando novas interfaces entre os habitats naturais
e 0Ss ambientes antropicos, promovendo interacbes interespecificas, e aproximando
reservatorios, vetores e hospedeiros, aumentando as probabilidade de transmissdo
e spillover viral (WILKINSON et al. 2018).

Tem-se demonstrado ainda, que a fragmentacdo e mudanca da paisagem, atuam em
conjunto com “efeitos co-evolutivos”, aumentando a diversificacdo viral em ambientes
silvestres, favorecendo a emergéncia de novas cepas (ZOHDY et al. 2019). Existem evidéncias
associando alteracdes de paisagens com emergéncia de doengas como maléria, hantavirose,

filariose, febres hemorrégicas, e muitas outras (PATZ et al. 2004).
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A transmissao de transbordamento é promovida por processos sucessivos que permitem
gue um patogeno animal estabeleca infeccdo em um ser humano. A probabilidade de
transbordamento zoondtico € determinada por interagcdes entre varios fatores, incluindo a
dindmica da doenca no hospedeiro reservatorio, a exposicdo a patdgenos e os fatores intra-
humanos que afetam a suscetibilidade a infec¢bes. Esses fatores podem ser divididos em trés
fases funcionais distintas, que descrevem todas as principais rotas de transmissdo. Na primeira
fase, a quantidade de patdgeno disponivel para o hospedeiro humano em um determinado ponto
no espaco e tempo, conhecida como pressao do patdgeno, € determinada por interacdes entre a
distribuicdo do hospedeiro reservatdrio, prevaléncia do patégeno e liberacdo do patdégeno do
hospedeiro reservatdrio, seguido por: sobrevivéncia, desenvolvimento e disseminacdo do
patdgeno fora dos hospedeiros reservatdrios. Em segundo lugar, o comportamento humano e
do vetor determina a exposicao ao patdgeno; especificamente, a probabilidade, via e dose de
exposicdo. E por altimo, os atributos individuais, genéticos, fisioldgicos e imunolégicos do
hospedeiro humano, juntamente com a dose e a via de exposicdo, afetam a probabilidade e a
gravidade da infeccdo (PLOWRIGHT et al. 2017).

Vérias espécies de morcegos vivem em ecossistemas urbanos, utilizando recursos
fornecidos direta ou indiretamente pelo homem, como edificacdes, plantas e iluminagéo
noturna. As edificacBes sdo usadas geralmente como abrigos diurnos. Algumas espécies de
plantas de arborizacdo servem como abrigos (diurnos e/ou noturnos), e outras, como fontes de
alimento. A iluminacdo noturna das cidades atrai insetos voadores que sdo habitualmente
comidos por morcegos. Esses mamiferos voadores podem trazer transtornos as pessoas
dependendo dos locais em que se abrigam, do tamanho de suas colénias e de possiveis doengas
(WALSH, 1996; GAISLER et al. 1998; BARROS et al. 2006).

O contato com os fluidos corporais dos morcegos (saliva, urina e fezes) é cada vez mais
reconhecido como um importante mecanismo de disseminacdo de patdgenos para 0sS
humanos. A invasdao humana nos habitats dos morcegos, bem como o aumento da urbanizacao,
que facilita o alojamento dos morcegos em estruturas artificiais, provavelmente aumentara o
contato com os fluidos corporais dos morcegos. Um exemplo claro desta situacéo, foi o ocorrido
nos casos de infeccdo humana pelo Nipah virus (Paramyxoviridae), relatados em Bangladesh,
onde as contaminacgdes foram associadas ao consumo de seiva crua de tamareiras contaminadas
com saliva e urina de morcegos frugivoros (LUBY et al. 2006).

No caso do Marburg virus (Filoviridae), estudos experimentais indicam que a
transmissdo de morcego a morcego pode ocorrer via saliva e aerossois, sugerindo que o virus
pode ser transmitido a outros hospedeiros por um mecanismo semelhante (AMMAN et al.

2015). Esta hipdtese é apoiada por investigacfes que revelam que a maioria dos humanos
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infectados com o Marburg virus entraram em cavernas de morcegos (Rousettus aegyptiacus)
antes de adoecer e relataram contatos regulares com morcegos ou suas secrecées (ADJEMIAN
etal. 2011).

Dada a informacéo sobre os fatores que podem propiciar a interacao interespecifica por
aproximacdo e troca de microrganismos entre eles, sabe-se que para que o patdgeno se
estabeleca em novas espécies, 0 processo de emergéncia envolve varias etapas, incluindo a
invasdo inicial no novo hospedeiro (‘transbordamento'), a producao de estagios de transmisséo
dentro do novo hospedeiro e o estabelecimento do patdégeno na populagao hospedeira como um
todo (WOLFE et al. 2007; HUDSON et al. 2008). Nesse processo, o efeito da biodiversidade
pode variar para cada uma dessas etapas. Para a invaséo inicial, a biodiversidade pode atuar
como um reservatorio de origem. Essa hipdtese € apoiada por pesquisas de doengas emergentes
em humanos: a maioria sd8o zoonoticas - saltando para humanos de outros animais
vertebrados (WOOLHOUSE e GOWTAGE-SEQUERIA, 2005).

Os estudos tém mostrado que a probabilidade de emergéncia de patégenos da vida
selvagem para os humanos foi positivamente correlacionada com a riqueza de espécies da vida
selvagem de mamiferos (JONES et al. 2008). Outros fatores ambientais e socioeconémicos que
colocam os humanos em contato mais proximo com patégenos potencialmente novos, ja citados
anteriormente (por exemplo, desmatamento de floresta, caca de animais selvagens) também

podem contribuir para esse padrao (Figura 1).

=

Figura 1 — Fatores associados a ocorréncia de virus em ambiente urbano e as interacdes de interespecificas
que favorecem o surgimento de novas cepas virais a partir de morcegos. Fonte: autor

Na verdade, o que se observou até o momento é que quase metade das doencas
zoondticas que surgiram em humanos desde 1940, resultou de mudancas no uso da terra, de

mudancas na agricultura ou outras praticas de producdo de alimentos, ou de caca de animais
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selvagens. Essas atividades humanas aumentam as taxas de contato entre humanos e animais,
0 que pode ser um fator critico subjacente ao contagio (JONES et al. 2008).

Deste modo, as evidéncias atuais sugerem que as mudancgas ambientais e as interagdes
entre a vida selvagem, e os humanos contribuem para o transbordamento de agentes infecciosos
de morcegos para outros hospedeiros. Um numero crescente de estudos investigando a
diversidade e a dindmica da infeccéo de patogenos de morcegos foi publicado recentemente; no
entanto, como esses agentes infecciosos sdo transmitidos tanto dentro das populacdes de
morcegos quanto para outros hospedeiros, incluindo humanos, muitas vezes permanece
desconhecido, necessitando de mais estudos de cunho epidemioldgico e evolutivo das
diferentes espécies virais e seus reservatorios (MORATELLI e CALISHER, 2015).

2.3 — IDENTIFICACAO VIRAL: METODOS DE DETECGAO DE VIRUS E
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO EMPREGADOS NOS ESTUDOS
EPIDEMIOLOGICOS DE ZOOVIROSES.

Embora a comunicacédo e a educacgdo sobre o risco associado a patdgenos transmitidos
por morcegos tenham aumentado na Ultima década, os beneficios dos morcegos nas fungdes do
ecossistema, por exemplo, na polinizacéo, fertilizacdo do solo e controle de pragas de safras,
tendem a ser desconsiderados. Obter conhecimento sobre epidemiologia de doencas e ecologia
de morcegos é fundamental para avaliar completamente os desafios associados a salde humana
e a conservacao de morcegos. Nesse contexto, a implementacdo das abordagens de Salde Unica
(One health), parece essencial e benéfica para um desenvolvimento sustentavel, particularmente
para as populac@es que vivem em pontos criticos de emergéncia de doencas transmitidas por
morcegos (WOOD et al. 2012).

A capacidade de prever e prevenir epidemias virais tornou-se um objetivo importante
nas disciplinas de saude publica. O conhecimento dos hospedeiros virais permite a identificacdo
das populacdes de manutencdo das quais podem surgir epidemias (HAYDON et al. 2002;
GREGER, 2007). De uma perspectiva ecoldgica, o hospedeiro natural de um determinado virus
pode ser considerado seu habitat (HAYDON et al. 2002; STREICKER et al. 2010; KITCHEN
et al. 2011). Entretanto, a delimitacdo das espécies virais muitas vezes ndo sdo bem
definidas. As filogenias virais podem identificar se os virus existentes encontrados em um
determinado hospedeiro estdo menos ou mais diretamente ligados a ancestrais comuns,
fornecendo pistas para as origens do virus (HAYDON et al. 2002; STREICKER et al. 2010;
KITCHEN et al. 2011).

A busca ativa de virus em morcegos esta se tornando cada vez mais importante para

obter informacGes sobre a diversidade, ecologia e epidemiologia viral no mundo. Entretanto, a
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interpretacdo das descobertas virais pode variar muito, quando se refere as estratégias de
vigilancia e deteccdo empregadas. A adocdo de técnicas de deteccdo sorologica (deteccdo de
anticorpos) e de acido nucleico (ensaios de PCR e tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo), bem como isolamentos virais, tem sido as principais ferramentas atuais para estudos
nessa categoria (MARKOTTER et al. 2020).

A microscopia eletrénica (ME) ha muito considerada uma ferramenta eficaz para a
deteccdo direta de virus a partir da visualizacdo e contagem das particulas virais em fluidos
corporais, fezes ou amostras histopatologicas. A identificacdo baseia-se na caracteristicas
morfologicas especificas de cada familia de virus e requer uma quantidade suficiente de
particulas virais (até 106 particulas/mL), o que faz com que durante a preparacdo da amostra
realizada com antecedéncia possa haver a reducdo na concentra¢do do virus, o que torna a
analise mais dificil e limitada (GOLDSMITH e MILLER, 2009).

Para tanto, o advento de cultura de células tem sido um dos métodos mais populares
para isolar virus usando linhagens de células e com apoio da ME, torna o diagndstico
morfologico mais eficaz. Na técnica de isolamento viral, utilizando a cultura celular, evidéncia
do crescimento do virus é vista através do efeito citopatico (ECP) exibindo caracteristicas
especificas e alteracfes das células (ROBBINS et al. 1950). A identificacdo definitiva do virus
é entdo realizada usando coloracdo de imunofluorescéncia (IF). Tal método de isolamento de
virus ndo ¢ ideal no caso de virus ndo passiveis de crescimento em linhagens de células
(norovirus, virus da hepatite) ou de producdo de ECP (PAPAFRAGKOU et al. 2013).

Assim, muitas ferramentas de diagnostico convencionais tendem a ser complicadas,
demoradas, caras e pouco reproduziveis (PANKAJ, 2007). Em contraste, as técnicas
moleculares revolucionaram a virologia diagndstica ao detectar a presenca ou auséncia de
acidos nucleicos virais na amostra de um paciente (ACHARYA et al. 2004). Entretanto, as
técnicas baseadas em imunidade ainda desempenham um grande papel para a deteccdo e
sorovigilancia de infec¢bes virais humanas, apesar do fato de que muitos dos métodos
tradicionais sdo substituidos por técnicas baseadas em acido nucleico (ATMAR, 2014).

Sabe-se que as técnicas soroldgicas geralmente ndo distinguem entre imunoglobulinas
de morcego, IgM e IgG, e sdo apenas uma indicacao de exposi¢do ao agente - seja uma infecgéo
ativa ou prévia. Esse fato ndo fornece informagdes sobre a manutengdo ou patogenicidade do
agente na populagéo hospedeira e ainda, tem como limitagdo o potencial de reatividade cruzada
com outras espécies virais relacionadas. (MARKOTTER et al. 2020).

Os métodos automatizados baseados em imunoensaios estdo entre 0s mais
frequentemente usados para teste soroldgicos virais e s@o eficazes devido a alta especificidade

e afinidade de ligag&o entre o antigeno e o anticorpo. O principio do teste baseia-se na formacao
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de um imuno-complexo entre o anticorpo presente na amostra do paciente e o antigeno sintético
presente no reagente ou vice-versa, para gerar um sinal mensuravel. O radioimunoensaio (RIA)
é provavelmente o método inicial difundido nos anos 1960. Essa técnica usa radioisétopos,
como o lodo 125, para marcar o antigeno ou anticorpo. O metodo Elisa (Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay) é o mais difundido nas pesquisas tanto para virus como para outros
patdgenos (SOUF, 2016).

Neste sentido, para a maioria das familias virais, testes de deteccédo de acido nucleico
(ensaios de PCR), que sdo baseados em primers amplamente reativos de consenso degenerado,
visando regides conservadas do genoma viral parcial, estdo disponiveis para varios ensaios
laboratoriais de deteccdo de patdgenos. Tais métodos, no entanto, requerem que as informacdes
de sequéncia de virus recém-detectados compartilhem um certo grau de similaridade com os
virus anteriormente caracterizados no género ou familia, e, portanto, terd menos probabilidade
de detectar sequéncias altamente divergentes que podem representar novos virus. Para resolver
essa lacuna, métodos independentes de sequéncia imparcial, como tecnologias de
sequenciamento de préxima geracdo (NGS), também ganharam mais popularidade e sdo
excelentes ferramentas para a descoberta de novos patdgenos, como veremos mais adiante
(SIBNARAYAN et al. 2015).

A virologia molecular oferece uma gama de novos métodos, que sdo capazes de acelerar
e melhorar o diagndstico de doencas infecciosas em animais € no homem. Os novos ensaios
oferecem possibilidades para um diagndstico muito rapido, uma vez que a deteccdo de virus
pode ser concluida em varias horas ou minutos. No que diz respeito a deteccdo direta de virus
ou componentes virais, varias abordagens moleculares sdo introduzidas, como PCR
convencional baseado em gel, PCR em tempo real, PCR multiplex, aprimorado hibridizacéo in
situ e PCR in situ (BELAK, 2007).

Desenvolvido por Mullis e Faloona (1987) a amplificacdo do acido nucléico por reacao
em cadeia da polimerase (PCR) revolucionou o campo do diagnéstico molecular. O ensaio de
PCR basico se baseia ha extracao e purificacdo do acido nucleico e, em seguida, na amplificacdo
exponencial da sequéncia alvo, usando uma enzima polimerase termoestavel e primers
especificos. Os amplicons resultantes sdo entdo identificados usando um sistema de deteccao
baseado em fluorescéncia, e o resultado é relatado em unidades internacionais 1U/mL.

As técnicas moleculares que envolvem a amplificacdo do material genémico viral s&o
extremamente sensiveis e especificas, fornecem um diagnostico rapido e permitem a deteccéo
de varios virus ao mesmo tempo (CELLA et al. 2013). Tais técnicas sdo muito Uteis para a
deteccdo de virus que sao dificeis de manter em cultura, virus de crescimento lento em cultura

e virus que apresentam variagdes antigénicas (HODINKA e KAISER, 2013). Esses testes de
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amplificagdo de acido nucleico sdo muito populares no diagnostico de infecgfes virais causadas
por varios virus, incluindo virus da hepatite C (HCV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
DENYV, virus Epstein-Barr (EBV), virus influenza, virus Zika (ZIKV), EBV e coronavirus
(ENDER et al. 2004; CORMAN et al. 2020).

O poder de diagndstico das técnicas de PCR é aumentado com 0 sequenciamento de
nucleotideos e a analise comparativa da sequéncia dos produtos de PCR, o que possibilitam
determinar as relacGes genéticas dos virus detectados ou outros agentes microbianos. Com esta
técnica, as arvores filogenéticas sdo construidas, ilustrando a relacdo genética e o histérico da
diversidade de virus. As variantes genéticas sdo rapidamente identificadas e as rotas de
disseminacéo do virus sdo prontamente rastreadas e registradas em um pais ou mesmo em areas
geograficas muito maiores. Essa abordagem, denominada epidemiologia molecular, fornece
novas ferramentas, por exemplo, aos veterinarios e as autoridades de saude animal, no combate
as doengas virais. Para a realizacdo de estudos de epidemiologia molecular, regides genémicas
variaveis dos genomas virais s&o selecionadas, amplificadas e sequenciadas (BELAK, 2007).

As variantes mais amplamente utilizadas de amplificacdo convencional, como ja
mencionados, sdo PCR em tempo real (PCRquantitativo - q°PCR) e PCR de transcricdo reversa
(RT-PCR). Ambos séo utilizados na avaliacdo da carga viral, e enquanto o primeiro método
quantificao DNA ao longo das reaces em tempo real (NTZIORA et al. 2013); o segunda realiza
RT do mRNA (RNA mensageiro) e amplifica o cDNA resultante (DNA complementar). A
combinacdo de ambas as técnicas aumenta a sensibilidade na deteccdo de virus (NTZIORA et
al. 2013).

Sobre a aplicabilidade, os métodos de PCR multiplex (usando maltiplos primers para
permitir a amplificacdo de multiplos modelos dentro de uma Unica reacdo) sédo Uteis para fins
dede diagndstico multiplo, fornecendo ao diagnosticador a capacidade de detectar mais de um
agente infeccioso (s) em um Unico ensaio (GREGORY, 2000). Este tipo de ensaio de PCR
multiplex é muito utilizado para patdgenos respiratorios virais e para deteccdo de infecgdes
virais do sistema nervoso central. Além disso, esse método é adotado em varios segmentos da
satde, como exemplo, foi utilizado com sucesso na detec¢do simultanea de Virus sincicial
respiratorio bovino e Coronavirus respiratorio bovino, dois patdgenos importantes nos
complexos de doencas respiratdrias de bezerros jovens, mostrando assim, que o PCR multiplex
em tempo real, tem o potencial de produzir resultados satisfatorios, utilizando baixo custo e
tempo reduzido, sem comprometer a robustez e a sensibilidade dos ensaios de deteccao de virus
(AGUERO et al. 2004).

Assim, devido sua alta sensibilidade e especificidade, o curto tempo de resposta para

resultados e facilidade de desempenho a maioria dos laboratérios em todo 0 mundo emprega
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PCR em tempo real para a deteccdo e quantificacdo de virus de interesse médico em amostras
clinicas (ESPY et al. 2006).

Outro meétodo laboratorial muito utilizado para diagnéstico viral € o LAMP
(Amplificacdo isotérmica mediada por loop), um método de amplificacdo de &cido nucleico
isotérmico que é amplamente utilizado para detec¢do sensivel, especifica, rapida e econémica
de virus de DNA e RNA em espécimes humanos. O método foi desenvolvido pela primeira vez
por NOTOMI et al. (2000) e rapidamente ganhou popularidade em virologia. A técnica
emprega quatro a seis primers unicos e DNA polimerase com atividade de deslocamento de fita
para amplificar o DNA alvo (NOTOMI et al. 2000; NAGAMINE et al. 2002). Alguns
pesquisadores tém demostrado que, devido ao uso do nimero de primers especificos, 0 ensaio
LAMP pode apresentar uma boa sensibilidade e especificidade na deteccao de &cidos nucleicos
alvo (NAGAMINE et al. 2002; BECHERER et al. 2020).

Com a necessidade continua da busca de novos patdgenos e as pequenas limitagdes dos
métodos de diagndstico e identificacdo destes, nos Udltimos anos, novos métodos de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) foram introduzidos e se tornaram uteis em virologia
diagnostica e de pesquisa, pois podem, com sua aplicabilidade, analisar diretamente fragmentos
de &cido nucléico virais extraidos de amostras clinicas, tecidos e excre¢des de diversas espécies
(LEFTEROVA et al. 2015). O processo de NGS envolve a preparagdo de amostra de teste,
sequenciamento dos fragmentos de &cido nucleico alvo usando uma das plataformas NGS
disponiveis e analise dos dados de sequéncia a partir das ferramentas de bioinformatica
adequadas (SOUF 2016; RUUD et al. 2017).

Entre as diversas técnicas usadas para explorar novos virus, tanto o sequenciamento
convencional e de nova geracdo, tem sido utilizada para estudar os genomas virais ndo
identificados nos bancos de dados de virologia (GARZA e DUTILH, 2015; MARTINEZ-
HERNANDEZ et al. 2017). O sequenciamento de captura de viroma é outra abordagem para
virus de vertebrados, em que varios milhGes de sondas cobrindo os genomas de varias
taxonomias virais sdo usadas para enriquecer os alvos de virus (BRIESE et al. 2015).

Existem diferentes maquinas que usam variados métodos de sequenciamento, reagentes
e ferramentas de anélise de dados. O mais antigo e j& em desuso, foi o de pirosequenciamento
(Roche 454) que detecta a liberacdo de pirofosfato apos a incorporagéo de nucleotideos em um
processo de polimerizagdo de DNA. Ja a plataforma de nova geracdo da Illumina, detectam a
liberacdo de marcadores fluorescentes de nucleotideos incorporados em um processo de
polimerizacdo de DNA (RUUD et al. 2017).

Dentre as tecnologias emergentes, a plataforma de nanoporos da Universidade de

Oxford, o Minlon, mostrou-se extremamente eficaz, pois é capaz de sequenciar o &cido nucleico
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alvo por meio da detecgdo da corrente ibnica de moléculas de DNA / RNA que passam pelos
nanoporos (SOUF, 2016; RUUD et al. 2017). Relata-se que a pesar de sua alta taxa de erro de
sequéncia que chega até a 38,2% (LAVER et al. 2015), o sequenciador nanopore MinlON tem
méritos sobre outras plataformas SNG, pois, pode gerar comprimentos de leitura mais longos
(até 882 kb) em tempo real, tornando-o adequado para o sequenciamento do genoma completo
de patdgenos virais com tempo de resposta bastante curto (WANG et al. 2017). Outra vantagem
do MinlON é seu tamanho, pois, por ser portatil e de facil transporte e por ndo ser necessaria
Internet para andlise, torna-o implantavel no campo durante surtos de infec¢des virais onde se
quer uma identificacdo rapida destes microrganismos (QUICK et al. 2017). E por ultimo, tem
baixo custo de capital, tornando-o acessivel em paises de baixa renda e laboratérios com
orcamento restrito em todo o mundo (JAIN et al. 2018).

Vale ressaltar que dentre as varias abordagens metagendmicas disponiveis, a meta-
transcriptbmica também vem ganhando espaco nas pesquisas virais. Esta abordagem é
particularmente eficaz para descoberta de virus de RNA, embora transcritos de RNA de virus
de DNA replicantes, bactérias, fungos e parasitas eucariéticos também possam ser facilmente
identificados. E importante ressaltar que, ao contrario do sequenciamento de DNA shotgun ,

ndo ha etapas de enriquecimento viral que possam introduzir viés (Figura 2) KUMAR et al.

2017).
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Figura 2 — Esquema comparativo de enriquecimento de virus e abordagens de meta-transcriptdmica
para descoberta de virus de RNA. Adaptado de SHI et al. 2018.

Embora seja provavel que uma parcela dessas espécies virais ndo possuam a capacidade
de causar doencga nos morcegos, € possivel que os quiropteros possam desempenhar um papel

importante para facilitar a dispersdo de virus para diferentes areas geograficas e diferentes
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hospedeiros, incluindo o homem (O’SHEA et al. 2014; MORATELLI e CAISHER, 2015;
BRIERLEY et al. 2016).

Desta maneira, verificamos entdo que a deteccdo bem-sucedida de uma gama de virus
em seus reservatorios silvestres, inclusive os morcegos, foco desta pesquisa, dependem de
varios fatores, que vdo desde a amostra a ser analisada e o tipo de virus que se quer investigar,

até as particularidades de cada método diagnostico.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- ASPECTOS ETICOS
O projeto recebeu aprovacio da Comissdo de Etica no uso de Animais da Universidade

Federal do Oeste do Para (CEUA/UFOPA) com 0 N° 0220220128 (Apendice A). As coletas de
campo foram autorizadas pelo Sistema de Autorizagcdo e Informacdo em Biodiversidade
(Licenca SISBIO — 18313-1) (Apendice B).

3.2 - OBTENGCAO DAS AMOSTRAS

3.2.1- Caracterizacdo do local de amostragem

Os quirdpteros foram obtidos na regido urbana e peri-urbana do Municipio de Santarém-
PA (Latitude: 2° 26' 22" Sul, Longitude: 54° 41' 55" Oeste), localizado na Mesorregido do Baixo
Amazonas, cujos pontos de capturas foram identificados e georreferenciados (Figura 3).

A cidade de Santarém situa-se na foz do rio Tapajos e confluéncia com o rio Amazonas,
distante 1.369 km em linha reta da capital do Estado do Para, Belém. Ocupa uma area de
22.887,08 km2 e tem uma populacéo de 308.339 habitantes, sendo entdo o terceiro municipio
paraense mais populoso, o oitavo mais populoso da Regido Norte e 0 91° mais populoso
municipio do Brasil (IBGE, 2021).

Figura 3 — Mapa do Municipio de Santarém-Pa-Brasil (a esquerda na parte inferior em destaque nos mapas) e
localizacGes dos pontos de capturas dos morcegos (pontos em azul). Fonte: Adaptacdo de imagem
do earth.google.com/web/search/Santarém/Pa e PIRES et al. 2018.

3.2.2 — Obtencdo dos quirdpteros e amostras bioldgicas
A amostragem dos morcegos foi realizada em duas campanhas. A primeira ocorreu nos

meses de dezembro de 2020 e janeiro de 2021, com 4 dias de coleta dos quirdpteros (2 dias em
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cada més). Ja a segunda foi conduzida no més de julho de 2021, também sendo realizada em 4
dias consecutivos.

Para a captura, foram utilizadas redes de neblina na configuracéo de tamanho de malha
de 36 mm, 50 ou 70/75 denier e 2 ply com 12 m de comprimento, dispostas estrategicamente
em locais pre-definidos (préximo a abrigos — forros de casas e ocos de arvores, e onde havia
disponibilidade de alimento — arvores frutiferas) e fixadas ao entardecer com o auxilio de hastes
de metal e barbantes, de maneira que apresentassem “bolsas” ao ficarem armadas. O periodo
médio de captura foi de 6 a 7 horas por noite, sendo as redes revisadas a cada 10-20 minutos

para evitar o emaranhamento excessivo dos animais (Figura 4).
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Figura 4 — Mostra onde as redes de neblina eram colocadas para a captura dos morcegos, o tempo de coleta
por noite e quais as amostras bioldgicas foram colhidas durante as 2 campanhas realizadas. Fonte:
Arquivo pessoal.

Ap0s capturados, os morcegos eram identificados ao nivel especifico por bidlogo
especialista em taxonomia do grupo Chiroptera, em seguida eram anotadas informacdes sobre
a morfologia externa, sexo, localizacdo geografica e caracteristicas ambientais dos locais de
captura. Apenas espécimes adultos e jovens (machos e fémeas) foram utilizados para esse
estudo. As fémeas gestantes ou em amamentacdo eram identificadas e imediatamente soltas,
ndo sendo colhidos qualquer material biol6gico.

Neste estudo, utilizamos diferentes amostras bioldgicas dos espécimes capturados,
assim, na primeira campanha, extraimos sangue, saliva e fezes (por swab anal) de animais vivos,
que em seguida eram soltos no mesmo local da coleta. Na segunda campanha, 0s morcegos

capturados foram eutanasiados conforme os procedimentos éticos, e dissecados para entdo
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obtermos amostras de intestinos, figado, rins e baco. A coleta do sangue foi por puncéo venosa
alar (0,1 ml por animal). Para saliva e fezes, utilizamos swabs estéreis, colocados em cavidade
oral e retal, respectivamente de cada exemplar capturado. Amostras dos 6rgdos internos
(intestinos — sem residuos fecais evidentes, figado, rins e bago) foram extraidas apds a eutanasia
individual, realizada com Cloridrato de Xilazina (1mg/kg) associada a Cloridrato de Quetamina
(1-2 mg/kg) por via IM, seguida, pés constatacdo da perda da consciéncia dos animais, de
Fenobarbital (40mg/kg) por via intra-cardiaca. A necropsia foi feita no Laboratério de
Morfofisiologia Animal da Universidade Federal do Oeste do Pard, seguindo as normas
institucionais de biosseguranca.

Todas a amostras foram identificadas e mantidas em frascos rosca em meio PBS
(Phosphate Buffered Saline) e congeladas a - 80°C até as analises laboratoriais. Ja as
informacdes sobre espécie, sexo e idade dos exemplares, data e local de captura e amostras
foram registradas em planilha Excel e arquivadas.

3.3—- PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
3.3.1 - ALIQUOTAGEM E PREPARACAO

O procedimento de aliquotagem foi necessario para que se pudesse ter quantidade
suficiente de material para realizar todas as etapas do protocolo de Sequenciamento (NGS)
aplicado a metagenémica viral e armazenamento das mesmas para estudos futuros. A figura 5
representa todas as etapas realizadas nesse estudo e em seguida, as mesmas sdao descritas

detalhadamente.
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Figura 5 — Fluxograma das atividades no estudo Metagendmico viral das amostras bioldgicas
dos morcegos para o0 sequenciamento na plataforma lllumina. Fonte: Arquivo
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As amostras biologicas (sangue, swabs oral e anal, intestino, figado, rins e baco) foram
inicialmente maceradas em disruptor (exceto sangue) e depois diluidas em 500 pL de solugao
salina tamponada de Hanks (HBSS), adicionada a um tubo de 2 mL contendo matriz de lise C
(MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EUA) e homogeneizado em Vartex. Em seguida foram
submetidas a um “giro suave”, 8000 rpm, por 5 min para remover detritos grandes, e 0s
sobrenadantes foram colocados através de filtros de 0,45 uM (Merck Millipore, Billerica, MA,
EUA) para remover particulas de células eucarioticas e bacterianas. As aliquotas dos filtrados
foram postas em tubos com tampa de rosca de 1,5 ml, seguida de “rotacdo rigida” em
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima LE-80 com rotor Heraeus Maximum a 32.000 rpm
por 2 horas a 8 ° C para sedimentar as particulas virais. Removeu-se entdo, cuidadosamente o
sobrenadante e ressuspendeu-se o pellet (pode ndo ser visivel) com 250 pl de PBS, estando as
amostras prontas para tratamento com enzimas nucleases. Os filtrados foram tratados com
DNase (concentragdo, 20 U/ml; Ambion) e RNase A (concentracdo, 0,1 mg/ml; Fermentas) a
37°C por 30 min com o intuito de digerir acidos nucleicos ndo protegidos por particulas.
Também utilizamos para a amplificacdo de DNA circular, a enzima polimerase Phi29 (®29).

Para a realizacdo de estudo metagendmico, agrupamos as amostras em pools contendo
apenas amostras bioldgicas diferentes por pool (ex: pool somente se sangue, pool somente de
rins). A maioria dos pools continham 05 aliquotas individuais de espécie de morcego (Tabela
1). Para a divisdo dos pools, consideramos o numero de cada exemplar identificado no Apéndice
C e para tanto, estabelecemos critérios utilizados em outras pesquisas para 0 agrupamento de
pools (KOHL et al. 2021) que foram: 1- Os pools deveriam conter o nimero e amostras
semelhantes, 2- Os pools deveriam ter apenas uma espécie de morcego e 3- Se 0 nimero de

morcegos ndo fosse suficiente para construir um Unico pool, as espécies seriam misturadas.

Tabela 1 —a e b) Identificacdo dos Pools das amostras bioldgicas (S: sangue, SA: swab anal e SO: swab oral, F:
figado, B: bago, I: intestino e R: rins), de morcegos obtidas em Santarém-PA. Obs:

a)
Pool N° de individuos/ Espécies de morcegos contidas no Pool Amostras
intervalo entre bioldgicas
individuos individuais
1 5 (1-5) M. molossus S, SA, SO
2 5 (6-10) M. molossus S, SA, SO
3 5 (11-15) A. lituratus S, SA, SO
4 5 (16-20) Myotis sp. S, SA, SO
5 5 (21-25) M. molossus S, SA, SO
6 5 (26-30) N. albiventris S, SA, SO
7 5 (31-35) N. albiventris, N. leporinus S, SA, SO
8 5 (36-40) M. molossus S, SA, SO
9 5 (41-45) N. albiventris S, SA, SO
10 5 (46-50) N. albiventris S, SA, SO
11 6 (51-56) A. lituratus, Myotis sp. S, SA, SO
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b)
Pool N°de individuos/ intervalo Espécies de morcegos contidas no Pool Amostras
entre individuos bioldgicas
individuais
1 5 (1-5) M. molossus F.B,I,R
2 5 (6-10) M. molossus F.B,I,R
3 5 (11-15) M. molossus F.B,I,R
4 5 (16-20) M. molossus F.B,I,R
5 5 (21-25) M. molossus F.B,I,R
6 5 (26-30) M. molossus F.B,I,R
7 5 (31-35) M. molossus F.B,I,R
8 5 (36-40) M. molossus F.B,I,R
9 5 (41-45) M. molossus F.B,I,R
10 7 (46-50) M. molossus e A. lituratus F,.B,I.LR

3.4- EXTRACAO DE ACIDOS NUCLEICOS (DNA/RNA)

ApoGs a preparacdo das amostras, os &cidos nucléicos virais foram extraidos usando
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha) que purifica 0 RNA e o DNA, e
as etapas seguiram-se de acordo com as instruc@es do fabricante com algumas modificacdes.

Em cada tubo de 1,5 ml pipetou-se 60 ul de tampdo AVL (Lise) — Preparado contendo
RNA transportador, e apds homogeneizacdo, adicionaram-se a cada tubo, 210 pul de amostra
(preparadas anteriormente de sangue, swabs anal e oral) livres de células, ao RNA transportador
do buffer AVL, em seguida, misturou-se no vortex por 15s e incubou-se o0s tubos em
temperatura ambiente por 10 minutos para garantir uma lise completa e eficiente. (Nessa etapa
ocorre a lise de particulas virais e mesmo que o tempo seja mais longo, ndo afetara o rendimento
ou a qualidade do RNA purificado). Foram adicionados 600 pl de etanol (96%-100%) a amostra
e depois vortizada durante 15 segundos e centrifugada brevemente, para remover as gotas
aderidas a tampa. A solugédo resultante entdo foi transferida para o dispositivo da coluna
QlAamp minikit® (em tubo de coleta de 2ml sem molhar o aro) e centrifugada a 6.000 x g
(8.000 rpm) por um minuto. Nessa etapa o dispositivo com a coluna foi removido do tubo e
recolocado em um tubo limpo de 2ml e o tubo que continha o ultrafiltrado, descartado. Repetiu-
se a etapa anterior por mais 2 vezes e depois realizou-se a adi¢cdo de 600 pul de Buffer AW1
(Wash Buffer 1) ao dispositivo com a coluna que foi centrifugado a 8.000 rpm por um minuto.
O procedimento de lavagem foi repetido com 600 ul de Buffer AW2 (Wash Buffer 2), seguido
de centrifugacdo em velocidade méxima de 20.000 x g; (14.000 rpm) durante 1 minuto. A
recomendacéo de repeticdo de etapa de lavagem da coluna QlAamp Mini, com a colocacgédo da
mesma em um novo tubo de coleta de 2ml (ndo fornecido pelo fabricante) e realizasse o descarte
do tubo de coleta antigo com o filtrado, seguido de centrifugacdo em velocidade méxima de 1
minuto, teve o objetivo de retirar todo o excesso de alcool. Por fim, 0 RNA extraido da coluna

foi eluido pela adi¢do de 60 pul de tampdo AVE equilibrado a temperatura ambiente, sendo



34

aguardado 10 minutos para entéo fosse centrifugado a 20.000 x g (14.000 rpm) por 2 minutos
e apds as amostras terem sido transferidas do dispositivo para tubo de recuperacdo. As mesmas

foram armazenadas a -20°C.

3.5- PREPARAQAO DAS BIBLIOTECAS PARA A PLATAFORMA ILLUMINA

Os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose em seguida coletados
fragmentos de DNA de 500-1000 pb com esferas Ampure - SAGE BluePippin Targeted Size
Selection (1,5% agarose, 250bp - 1,5kb). A preparacéo das bibliotecas foi feita como o kit
Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina Inc.) identificadas por cddigos de barras
duplos e seguindo as orientacGes do fabricante. O sistema Agilent 2100 Bioanalyzer e o kit

KAPA foram utilizados para fazer a qualificacdo e quantificacdo da biblioteca.

3.6 - SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS NA PLATAFORMA ILLUMINA

As bibliotecas agrupadas em pools (de acordo com o a tabela 1 a e b) foram sequenciadas
na plataforma lllumina NovaSeq-6000, para fornecer leituras emparelhadas de 100 bp, com o
kit TruSeq PE Cluster v3 e o kit TruSeq SBS v3 (Illumina).

3.7 — BIOINFORMATICA

As leituras brutas obtidas do sequenciamento Illumina foram pré-processadas, onde 0s
registros de sequéncia de extremidades emparelhadas foram removidos de ambas as
extremidades. As sequéncias com baixa qualidade (dados brutos gerados de leituras com
comprimento inferior a 100 bp) foram cortadas. As sequéncias do adaptador e dos primers
também foram cortadas usando o VecScreen baseado em BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) nos parametros padrdo (MCGINNIS e THOMAS, 2004). E ainda nesta etapa, as
leituras que continham homopolimero e leituras duplicadas foram identificadas e removidas.

As analises de bioinformatica foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por
Deng et al. 2015. Neste estudo, nos concentramos em viromas de morcegos, com foco em
sequencias de interesse em Salde Publica, Medicina Veterinéria e que denotassem ser novos
virus. As reads e contigs resultantes foram comparados utilizando o0 BLASTX para pesquisar
similaridade com proteinas virais e também aos bancos de dados ndo redundantes de
nucleotideos BLASTn do GenBank. Os melhores resultados (melhor percentual de similaridade
com o virus correspondente) das pesquisas BLASTx e BLASTn, foram escolhidos para analises
e 0s dados genémicos foram montados usando GS “de novo” Assembler ver. 2.8 software de

computador (Roche).
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3.8 — ANALISE FILOGENETICA

Nesta etapa utilizamos apenas as sequéncias de boa qualidade (contigs com mais de
100pb, genomas completos ou parciais). Para a filogenia, as sequéncias de nucleotideos ou
proteinas de referéncia da diversidade de familias virais foram baixadas dos bancos de dados
GenBank e UniProt, respectivamente e os alinhamentos multiplos e as arvores filogenéticas
foram geradas a partir do plugin ClustalX do programa Mega Versao 11 (TAMURA et al. 2007)
e as edigdes e visualiza¢des das arvores pelo programa FastTree (PRICE et al. 2010).

Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos foram verificados e identificados
manualmente, e aparados para as regides do genoma e/ou proteinas correspondentes as
sequéncias de contigs sequenciados para virus especificos, gerados neste estudo. Todas as
arvores filogenéticas foram construidas usando o método de Méxima Verossimilhanca e o
modelo evolutivo selecionado foi 0 modelo GTR, com os suportes estatisticos (baseado no teste
de Simodaira e Hasegawa) calculados utilizando bootstrap com 1000 réplicatas.
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4 -RESULTADOS
4-1 — Espécies de morcegos amostrados

Neste estudo, obtivemos um total de 108 morcegos de 4 familias de quiropteros
(Phyllostomidae, Molossidae, Vespertilionidae e Noctilionidae), sendo as espécies capturadas
e nimero de exemplares e seu habito alimentar : Noctilio albiventris (n= 19 - insetivoro), N.
leporinus (n=1 - piscivoros), Artibeus lituratus (n=15 - frugivoro), Myotis sp. (n= 6 -
insetivoro) (Figura 6) e Molossus molossus (n=67 - insetivoro). A identificacdo da espécie de
morcegos amostradas foi baseada nas caracteristicas morfoldgicas destes animais, e como ja
mencionado anteriormente, realizada por taxonomista.

Obtivemos o maior nimero de exemplares bem como diversidade de espécies durante a
primeira campanha de amostragem realizada, com um total de 56 morcegos obtidos (N.
albiventris - n= 19, N. leporinus - n=1, A. lituratus - n=10 e Myotis sp. - n= 6 (Figura 4) e M.
molossus (n=20). No segundo periodo de capturas, 52 morcegos foram obtidos, e apenas 02

espeécies foram registradas (A. lituratus (n=5) e M. molossus (n=47).

N . e

Figura 6 — Espécies de morcegos capturadas para obtencdo de amostras bioldgicas (Sangue, Swabs oral e
anal) para pesquisas de virus. Esquerda — Noctilio leporinus; Direita — Artibeus lituratus. Fonte:
Arquivo pessoal.

Quanto a distribuicdo dos quirdpteros capturados em nosso estudo, observamos que
numericamente, tanto em quantidade de exemplares quanto a variedade de espécies, estiveram
mais concentradas nas areas mais centrais da cidade de Santarém, como observa-se na figura 7.
Possivelmente esta concentracdo possa estar associada justamente aos fatores de abrigos e

alimento (forros de casas e arvores frutiferas), abundantes nesta regiao.
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M. molossus n=15;

N. albiventris %n=04 N. albiventris (n=06)

M. molossus (n=46) Myotis sp.(n=05)
A. lituratus (n=05g A. lituratus (n=01)
N. albiventris (n=01 M. molossus (n=05)

A. lituratus (n=02) a
Myotis sp.(n=01)

(M. molossus (n=01) A. lituratus (n=03)

\A. lituratus (n=04)

N. albiventris (n=06)

N. albiventris (n=02)

Figura 7 — Distribuicao de espécies de morcegos quanto aos pontos de captura realizado nas duas campanhas
de amostragem realizadas nos periodos de dezembro de 2020, janeiro e julho de 2021 no municipio
de Santarém-Pa. Area central - tracejado. Fonte: Arquivo pessoal.

4-2 Analise dos Viromas das amostras biologicas

O sequenciamento dos 33 pools das amostras (sangue, swabs oral e anal) e dos tecidos
dos morcegos (intestino, figado e bago) via lllumina novaSeq gerou cerca de 14.696 milhdes
de sequéncias de leituras brutas para virus de mamiferos e insetos. Os resultados virais
mostraram sequéncias correspondentes a uma ampla gama de virus conhecidos e novos. O total

de leituras por pool encontra-se na tabela 2.

Tabela 2- Total de leituras brutas por amostras dos morcegos, obtidos no sequenciamento na Plataforma Illumina.

Pools 5 SA SO F B R I
1 566.935 141.762 208.347 290.987 253.784 171.212  201.312
2 314.056 221.836 275.573 57.201 340.358 350.117  591.109
<) 17.012 148.322 297.640 299.211 321.225 260.322  508.742
4 579.538 268.257 311.369 236.038 320.077 234.083  180.320
5 93.534 108.227 262.622 148.320 347.372 301.615  310.234
6 557.833 94.705 241.595 195.835 397.440 153.526  185.771
7 204.858 15.886 58.229 167.834 99.995 124.145 60.473
8 90.213 204.474 239.922 212.444 353.525 102.404  329.551
9 205.000 93.209 166.817 267.029 533.313 104.621  138.564

[E
o

80.432 25.315 257.287 260.308 398.956 50.098 265.179
11 291.628 146.914 188.312 - - - -
Total 3.366.045 1.468.907 2.507.713  2.135.207 3.366.045 1.852.143 201.312

(S: sangue, SA: swab anal e SO: swab oral, F: figado, B: bago, I: intestino e R: rim)
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Como obtivemos um numero expressivo de resultados, os dados serdo expostos na
seguinte ordem (i) distribuicdo do viroma de familias virais nas diferentes amostras bioldgicas,
(ii) a diferenca na composicdo do viroma dos diferentes pools por espécie de morcego, (iii) um
foco em familias de virus selecionadas que apresentam interesse em Saude Publica e Medicina
Veterinéria, incluindo Coronaviridae, Adenoviridae , Parvoviridae , Circoviridae e Retroviridae

e (iv) um foco para novos virus - Parvovirus e Totivirus.

4.2.1 - Diferenca na composi¢do de familia viral de acordo com o tipo de amostra bioldgica e
espécie de morcegos obtidas no Sequenciamento da Plataforma Illumina.

Obtivemos contigs para dezesseis familias virais de interesse de nosso estudo:
Anelloviridae, Astroviridae, Bornaviridae, Circoviridae, Genomoviridae, Hespesviridae,
Parvoviridade, Papillomaviridae, Picobirnaviridae, Picornaviridae, Polyomaviridae,
Paramyxoviridae, Rhabdoviridae e Retroviridae.

A composicao viral diferiu das amostras utilizadas neste estudo. Em geral, para
asmostras onde os morcegos nao foram eutanasiados (sangue, swabs oral e anal), foram
registrados viromas de doze familias — Anelloviridae, Bornaviridae, Circoviridae,
Genomoviridae, Hespesviridae, Parvoviridade, Papillomaviridae, Picornaviridae,
Polyomaviridae, Rhabdoviridae e Retroviridae, com maior diversidade nas amostras de swab

oral (n°= 10 familias) (Figura 8).

Swab oral = Adenoviridae Swab anal

'g 13 Anelloviridae .
bl 7 = Adenoviridae
] Bomaviridae
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6
5 5 = Genomoviridae
4 = Parvoviridade
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. . . Retroviridae

Figura 8 — Variedade de Familias virais e quantidade de contigs virais por amostra biol6gica de swabs oral e anal
e sangue de morcegos, obtidas no sequenciamento na plataforma Illumina.

Quantidade de conngs virais por familia

Para os pools de figado, baco, rins e intestino, sequéncias de doze familias estiveram
leituras de sequéncias virais, sendo 0s maiores registros destas, para a amostragem de pools de
baco e intestino (n°=11 familias cada) (Figura 9).
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Figura 9 — Variedade de Familias virais e quantidade de contigs virais por amostra bioldgica de figado, rins, bago
e intestino de morcegos, obtidas no sequenciamento na plataforma Illumina.

Em relacdo as espécies de morcegos, a espécie M. molossus, que numericamente

apresentava mais exemplares (n= 67), também apresentou a maior diversidade de familias,

registrando 12 familias ao total, seguida da espécie Myotis sp., que mesmo apresentando um

nimero expresivamente menor (n=6), obteve contigs montados para nove familias virais

(Figura 10). Para essa analise, ndo consideramos pools mistos (que apresentavam amostras de

espécies diferentes).

v

® Molossus molossus

Artibeus lituratus

Papilomaviridae
Parvoviridae
Retroviridae

/. Noctilio albiventris

Retroviridae

@ Myotis sp.

Figura 10 — Variedade de Familias virais que tiveram contigs montados por espécies de morcegos, obtidas nas
amostras bioldgicas no sequenciamento na plataforma Illumina. Santarém-Pa-Brasil (Area em vermelho). Fonte:
Adaptado de https://raizesds.com.br/pt/projeto/tbc-aritapera/santarem-pa-mapa.
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4.1.2 — Viséo geral na composi¢do do viroma dos diferentes pools de amostras bioldgicas
obtidas no Sequenciamento da Plataforma Illumina.

Para cada familia, as espécies/género de virus que tiveram sequéncias identificadas por
pools individuais, obtivemos o n° acesso dos melhores resultados recuperados no BLASTn e
BLASTx do banco de dados NCBI, bem como as proteinas correspondentes dos contigs
(Quadro 1).

As sequéncias de eucaritoas, de plantas, insetos e outros invertebrados, foram
identificadas e arquivadas, por ndo ser nosso foco de nossa pesquisa, exceto aquelas que
denotavam ser de novos virus, que para o estudo, direcionamos aos Totivirus. Todas as
sequéncias virais foram armazenadas sendo que algumas foram ou serdo depositadas no

Genbank (aquelas utilizadas nos artigos).

Quadro 1 — Leituras de virus identificadas em amostras de: a) pools intestinos (1), b) pools de baco (B), c) pools
de swab anal (SA), d) pools de figado (F), ) pools de swab oral (SO) e f) pools de sangue (S).As colunas indicam
respectivamente: o n°® do pool, a familia e as sequéncias do virus obtidas na plataforma Illumina, a proteina
correspondente a sequéncia obtida no Blastx, o comprimento do nucleotideo e total de leituras, o n° de acessso do

virus correspondente no GenBank, o percentual de similaridade e o valor de E.

a) Ne Pool Familia Virus Proteina Comp. (nt) Hits Virus Correspondente % similaridade E-value
(N°) Acesso

1 Parvovirdae Artibeus j i is parvovirus 1 Proteina nao-estrutural 251 1 'YP_005097851.1 35.71% 2e-05
Picornaviridae - Bovine rhinitis B virus Poliproteina 251 1 ANN02879.1 73.08% 0.009
Paramyxoviridae Canine kobuvirus Poliproteina 163 4 QIE07158.1 66.04% 9e-12
Canine morbillivirus Proteina hemaglutinina 185 2 ABX84034.1 85.71% Te-11
12 Circoviridae Bat circovirus Replicase 2320 45 AIF76270.1 52.47% 2e-34
Papilomaviridae - Betapapillomavirus 1 Proteina L1 251 1 AYA94092.1 71.23% 6e-29
Picornaviridae  Human papillomavirus Proteina E1 251 3 NP_040287.1 52.08% 4e-04
Parvoviridae Canine kobuvirus Poliproteina 251 8 AZS64122.1 91.18% 2e-10
Parvovirus NIH-CQV Replicase 250 2 YP_008431133.1 58.44% 3e-20
13 Circoviridae Bat circovirus Proteina Rep. (replicase) 251 21 AIF76270.1 42.11% 0.006
Adenovirus Bat mastadenovirus Proteina termina DNATP 251 3 BBE29305.1 75.00% 5e-10
- Canine mastadenovirus A Proteina ORF 8 249 1 UKI59076.1 77.63% 3e-23
Human mastadenovirus C Poliproteina 251 12 UAW96132.1 100.00% 6e-51
- Porcine mastadenovirus C Proteina hexon 219 1 AKH10608.1 42.53% 3e-09

Papilomaviridae Human papillomavirus Proteina El e L2 250 e 251 le2 AYA9430L1 e 54.00% 0.009 e 3e-14
- Felis catus papillomavirus Proteina E1 172 1 QXH75609.1 53.06% 2e-06

Retroviridae Equine infectious anemia virus Ploproteinas 5366 1 AAA43022.1 99.82% 0.0

- Enzootic nasal tumour virus of goats  Poliproteina gag 251 1 P32542.1 47.22% 2e-11
- Gibbon ape leukemia virus Poliproteina 249 1 NG58675.1 49.28% Te-12
Coronaviridae Squirrel monkey retrovirus Proteina Envelope (env) 250 3 ALV83306.1 48.19% 2e-12
Parvoviridae SARS-related bat coronavirus Proteina ORFlab 212 1 NP_041262.1 98.55% 7e-38
- Rat parvovirus 2 Proteina NS1 251 1 UEF20961.1 32.91% 0.001
- Turkey parvovirus Proteina ns2 188 1 YP_010086594.1 66.67% 8e-13
14 Circoviridae Bat circvirus Replicase 251 18 AIF76270.1 56.96% 4e-13
Adenoviridae - Bat mastadenovirus C Proteina hexon 217 3 ADZ52950.1 86.05% 2e-17
Picornaviridae  Ovine mastadenovirus A Proteina hexon 251 1 ABG22143.2 92.77% 2e-44
Picobirnaviridae - Bat posalivirus Poliproteina 251 1 AQP31136.1 37.68 % 0.015
Papilomaviridae ~ Feline picobirnavirus RdRp 251 3 /ASK85695.1 80.70% 3e-40
Turkey picobirnavirus Proteina capsideo 251 2 AHY84711.1 45.21% 1e-13
Pipapillomavirus 1 Proteina L2 250 1 UJQ8s223.1 83.75% 4e-23
15 Parvoviridae Turkey parvovirus 1078 Proteina nao-estrutural 251 1 AQR59067.1 36.84% "ae-04
16 ! irid Human irus C Proteina capsideo VI 196 1 QZW33723.1 100.00% 9e-36
Skunk mastadenovirus A Proteina 22K 250 1 YP_009162601.1 50.60% 2e-11
17 Parvoviridae Desmodus rotundus parvoviru: Proteina nao-estrutural 251 1 YP_009328889.1 59.76% Te-21
L us 2 Proteina L1 251 1 A0I33384.1 64.71% 2e-28
18 Papilomaviridae  Betapapillomavirus 1 Proteina E7 251 1 YP_009553371.1 72.31% 8e-22
Retroviridae - Enzootic nasal tumour virus of goats  Poliproteina gag 251 4 QPZ85371.1 39.76% 2e-06
- Mason Pfizer monkey virus Proteina Capsideo (caps) 248 6 6HWI_A 78.83% 5e-29
Adenoviridae Squirrel monkey retrovirus Poliproteina 251 3 P03364.3 98.36% 3e-30
Polyomaviridae Human mastadenovirus C Proteina L1 251 16 QYJ58268.1 96.61% 1e-32
Picornaviridae  Bat polyomavirus Proteina antigénica 184 1 YP_0091750.1 53.85% 5e-05
Rhinovirus A Poliproteina 176 1 QIM74092.1 48.08% 6e-05
19 Papilomaviridae ~ Alphapapillomavirus 10 Proteina E2 250 1 CCC55769.1 45,45% 1e-08
Coronaviridae - Bat betacoronavirus RdRp 210 1 GAB88252.1 97.14% le-41
- Bat coronavirus BM48 31 BGR 2008 ~ ORFlab 251-143 5 U1X36054.1 100.00% le-44
Adenoviridae SARS-related bat coronavirus ORFlab 251-148 13 UQC18417.1 100.00% le-34
i Human irus C Poliproteina 249 1 QZW33723.1 100.00% 9e-40
Feline anellovirus ORF 1 232 1 QYDO01987.1 53.33% 3e-16
110 i Human irus C Proteina core V. 251-113 3 AZR67740.1 94.29% 2e-26
Retroviridae Duck infectious anemia virus Polimerase 250 1 AGV92859.1 61.11% de-12
Papilomaviridae  Rattus norvegicus papillomavirus 2 Proteina E1 250 1 AXZ95699.1 45.68% 1e-04



b)

d)

N° Pool Familia Virus Proteina
B1 Circoviridae Bat circovirus Replicase
Papilomaviridae Betapapillomavirus 1 Proteina E
B2 Papilomaviridae Nupapillomavirus 1 Poliproteina
Parvoviridae  Simian parvo like virus 3 Poliproteina
B3 Retroviridae  Enzootic nasal tumour virus of goats  Poliproteina
- Feline i iciency virus iproteina (pol)
Human c pr
Papilomaviridae Lambdapapillomavirus 1 Proteina L1 (caps)
Coronaviridae ~ SARS-related bat coronavirus Proteina ORFlab
B4 Circoviridae Bat circovirus Replicase
Adenoviridae  Bat mastadenovirus B Proteina 3K
- Bovine mastadenovirus C Proteina DPB
Carnivore protoparvovirus 1 Proteina VP2
Papilomaviridae Equus caballus papillomavirus Proteina L1
- Human papillomavirus Proteina E2
Parvoviridae  Primate erythroparvovirus 1 Proteina NS1
Retroviridee  Reticuloendotheliosis virus Proteina gag
B5 Circoviridae Bat circovirus Replicase
Adenoviridae  Bovine mastadenovirus A Proteina DBP
- Equine mastadenovirus A Proteina DBP
B6  Circoviridae  Bat circovirus Proteina Rep. (replicase)
Adenoviridae  Canine mastadenovirus A Proteina ORF26
- Equine mastadenovirus B Proteina Hexon (caps)
- Human c pr
Retroviridae Equine infectious anemia virus Transcriptase reversa
- Simian retrovirus 8 Poliproteina
Polyomaviridae Human polyomavirus 12 VP1
B7  Parvoviridee  Rat parvovirus 2 Proteina néo-estrutural
Retroviridae Murine leukemia virus Proteina gag
B8 Adenoviridae  Bat mastadenovirus A Proteina Terminal
Parvoviridae Desmodus rotundus parvovirus Proteina nao-estrutural 1
Retroviridee  Equine infectious anemia virus Poliproteina
- Reticuloendotheliosis virus Poteina gag
Anelloviridae  Feline anellovirus Proteina ORF 1
Picobirnaviridae Fox picobirnavirus RdRp
B9 Papilomaviridae Alphapapillomavirus 9 Proteina E1
- Betapapillomavirus 1 Proteina L1
Picornaviridae  Bat badicivirus 1 Proteina nao-estrutural
- Rhinovirus C Poliproteina  Poliproteina
- Enterovirus B Replicase
Circoviridae Bat circovirus ZS China Protease
Astroviridae Canine astrovirus Poliproteina
Retroviridae Equine infectious anemia virus Proteina capsideo
Picobirmaviridae Picobirnavirus sp.
B10 Circoviridae Bat circovirus Replicase
Papilomaviridae Betapapillomavirus 2 Proteina L1
- Duck papillomavirus Proteina L1
Picobirnaviridae Picobirnavirus PREDICT PbV-87 RdRp
N2 Pool Familia Virus Proteina
SA1  Anelloviridee  Giant panda anellovirus ORF 1
SA2 Retroviridae ~ Murine leukemia virus Transcriptase reversa
- Squirrel monkey retrovirus Poliproteina
Circoviridae  Bat circovirus Proteina Rep. (replicase)
- Columbid circovirus Proteina Rep. (Replicase)
- Duck associated cyclovirus 1 Proteina Rep. (Replicase)
SA3 Retroviridae ~ Bat gammaretrovirus Poliproteina (Pol)
- Enzootic nasal tumour virus of goats  Proteina gag
- Moloney murine sarcoma virus Transcriptase
- Simian retrovirus 4 Poliproteina
Squirrel monkey retrovirus Poliproteina
SA4  Papilomaviridae Betapapillomavirus Proteina L.
Circoviridae ~ Bat circovirus Proteina Rep. (replicase)
- Columbid circovirus Proteina Rep. (replicase)
- Duck associated cyclovirus Proteina Rep. (replicase)
SAS  papiomaviridae Betapapillomavirus Proteina L2
Polyomaviridae Human polyomavirus 2 Large T Proteina Antigénica
Retroviride  Murine leucemia virus Proteina gag
Parvoviridae  Desmodus rotundus parvovirus Proteina nao estrutural
sap Circoviridae  Bat circovirus Proteina Rep. (replicase)
Retroviridae  Equine infectious anemia virus Polimerase (Pol)
SA7  Anelloviridae  Giant panda anellovirus ORF 1
SA8  Hespesviridae Bat betaherpesvirus 2 Glicoproteina B
Circoviridae  Bat circovirus Replicase
SA9 - Porcine circovirus 2 Replicase
Adenoviridee  Human mastadenovirus C Proteina 52K
SA10 Anelloviridee ~ Giant panda anellovirus ORF 1
SA11 Parvoviridae  Human bocavirus Proteina NP1
N°Pool Familia Virus Proteina
F1 Retroviridae Duck infectious anemia virus Polimerase
Papilomaviridae Betapapillomavirus 6 Proteina L2
Parvoviridae Eidolon helvum parvovirus 2 Proteina NS1
F2 Parvoviridae Desmodus rotundus parvovirus Proteina néo-estrutural 1
Polyomaviridae Human polyomavirus 2 Proteina antigénica
F3 Retroviridae Equine infectious anemia virus Poliproteina
F4 Papilomaviridae Betapapillomavirus 6 Proteina L2
F5 Parvoviridae Artibeus lituratus parvovirus Proteina nao-estrutural
F6 Parvoriridae Canine bocavirus Proteina ndo-estrutural 1
F7 Retroviridae Ovine enzootic nasal tumor virus Protease
- Enzootic nasal tumour virus 2 Proteina gag
F8 Retroviridae Equine infectious anemia virus Polimerase
F9 Circoviridae Bat associated cyclovirus 16 Replicase
Retroviridae  Equine infectious anemia virus Poliproteina
F10 Papilomaviridae Alphapapillomavirus 1 Proteina L2

Comy
250
164
251
251
251
251

2287
251
251
251
201
251
251
188
251
251
251
204
251
224
249
251
251
251

Comp.
250
251
167
2321
2479
251
251
251
168
29
251

251
251
251

250
251
251
251
251

251

. (nt)

. (nt)

Comp. (nt)

251
165
251
251
250
189
208
251
250
123
180
243
251
251
217
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Virus Correspondente (N°) Acesso % similaridade

AIF76270.1
ATQ38094.1
NP_040285.1
APC23167.1
ANG58679.1
NP_040973.1
AZR67740.1
AAM33466.1
UJU94448.1
AIF76270.1
YP_004782113.1
AEW91341.1
QIX15795.1
YP_009315925.1
QAB14039.1
QIA46557.1
QHF16617.1
UOF80215.1
NP_046325.1
ANGO8S67.1
AIF76270.1
APD29226.1
YP_009162357.1
AZR67740.1
WP_104389314.1
A0S48109.1
YP_007684355.2
YP_010086594.1
AALE9910.1
BBE29335.1
YP_009328889.1
BABI12110.1
QHF16622.1
QYD02374.1
AGKAS555.1
QNM74057.1
ATQ38132.1
YP_009345910.1
ANI70116.1
QTM69012.1
QTM69012.1
AEL28798.1
BABI12104.1
USE08144.1
AIF76270.1
ATQ38118.1
ANN29877.1
ALA11508.1

61.40%
77.78%
44.30%
47.56%
57.50%
45.83%
96.08%
67.64%
100.00%
37.10%
65.38%
58.75%
97.56%
65.00%
94.44%
85.71%
42.17%
52.63
59.46%
70.51%
54.00%
50.88%
76.19%
96.08%
78.31%
75.00%
59.32%
66.67%
96.67%
73.17%
76.65%
95.18%
59.57%
40.00%
75.51%
65.75%
60.00%
57.38%
38.46%
47.73%
79.52%
95.38%
47.31%
58.11%
62.50%
86.42%
67.07%
61.90%

Virus Correspondente (N°) Acesso % similaridade

QZE11981.1
AAB58752.1
P03364.3
AIF76270.1
/ASX95448.1
AZQ25380.1
AFF57735.1
QTE34356.1
AAA46524.1
ADC52784.1
AAA46815.1
CCV02863.1
AIFT76270.1
CAC50250.1
AXL64564.1
AYA4T753.1
BAF40812.1
ARB03486.1
QOR29549.1
AIF76267.1
AAC24015.1

QZE11973.1
BAI22794.1

QIMS8708.1
ADF80773.1
AZR66390.1
QZE11973.1
AFU35575.1

52.50%
82.77%
64.15%
54.00%
45.83%
50.60%
61.11%
67.74%

Virus Correspondente % similaridade

(N°) Acesso
AGV92859.1
ATQ38103.1
AYG97824.1
'YP_009328889.1
5140_A
AAC24015.1
ALJ32287.1
AWNS56767.1
UMB41517.1
QBZ39637.1
QCY65252.1
AAC24015.1
UJ002085.1
AAG02702.1
ATQ38103.1

E-value
2e-15
2e-18
8e-12
0.003
6e-23
0.001
le-25
0.001
6e-22
8e-04
1e-29
le-14
3e-49
3e-29
le-14
5e-05
8e-15
5e-09
le-24
8e-32
2e-42
7e-09
4e-33
le-25

E-value
Te-20

3e-15
2e-42
9e-17
2e-16

Te-17

4E-05
2e-14

le-48

E-value

2e-18
0.005
6e-04
le-44
3e-33
2e-13
"le-08
"3e-42
e-40
3¢-05
4e-06
"2e-47
1e-19
0.007
0.005
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N° Pool
s1

s10
s11

N°Pool
sO1
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Familia Virus

Adenoviridae Adenovirus squirrel 96 29 KOR

Coronaviridae  Bat coronavirus BM48 31 BGR 2008
- - Betacoronavirus Rhinolophus hipposideros

SARS related bat coronavirus

Picoaviride  SARS_related_coronavirus
- - Bat fisalivirus

- - Bat cripavirus

Parvoviridae Bat iflavirus
Papiomaviridae  Bovine rhinitis B virus

- Chicken picornavirus 1

Bat parvovirus

Canine papillomavirus

Felis catus papillomavirus
Circoviridae Bat circovirus
Adenoviridae Bat mastadenovirus A
- Human mastadenovirus C
Parvoviridae Rat parvovirus 2
Retroviridae Reticuloendotheliosis virus
- Duck infectious anemia virus
Retoviridae Desmodus rotundus endogenous retrovirus
Circoviridade Bat circovirus
Adenoviridae Bat mastadenovirus A

- - Bovine mastadenovirus A
- - Canine mastadenovirus A
- Human mastadenovirus C
Papiomaviridae  Ovine mastadenovirus A
Porcine mastadenovirus A

Retroviridae Bos taurus papillomavirus 18
Polyomaviridae  Colobus monkey papillomavirus

Parvoviridae Enzootic nasal tumour virus of goats

- - Human polyomavirus 2
Parvovirus NIH-CQV
Turkey parvovirus TP1
simian parvo like virus 3

Parvoviridae Desmodus rotundus parvovirus
Polyomaviridae  Human polyomavirus 2
Retroviridae Reticuloendotheliosiss virus
Adenoviridae  Adenovirus squirrel 96 29 KOR

Papilomaviridae  Alphapapillomavirus 3
Circoviridae Bat circovirus

Papilomaviidae  Equus caballus papillomavirus 8
Retroviridae Equine infectious anemia virus

- Reticuloendotheliosiss virus
Adenoviridae Human mastadenovirus C
Polyomaviridae  Human polyomavirus 2

Parvoviridae Desmodus rotundus parvovirus
Parvoviridae Simian parvo-like virus 3
Retroviridae Squirrel monkey retrovirus
- Feline immunodeficiency virus
Parvoviridae Desmodus rotundus parvovirus
Circoviridae Bat circovirus

Canine f d
Retroviridae Enzootic nasal tumour virus of goats
- - Mason-Pfizer monkey virus
Adenoviridae Murine leukemia virus
Papiomaviridae  Human mastadenovirus C
Parvoviridae Human papillomavirus 174

simian parvo-like virus 3

Familia Virus

Parvoviridae  Desmodus rotundus parvovirus
Retroviridae  Simian retrovirus Y
Circoviridae  Bat circovirus

Adenoviridee  Cervid adenovirus 1
Papilomaviridae Alphapapillomavirus 10
Genomoviridae Canine feces-associated

- gemycircularvirus

Retroviridae  Duck infectious anemia virus

- Ovine enzootic nasal tumor virus

- Squirrel monkey retrovirus Rat
Parvoviridae  Parvovirus 2

Circoviridae  Bat circovirus

Picornaviridae  Bat hepatovirus
Papilomaviridae Betapapillomavirus 1

- Bos taurus papillomavirus 18
- Canine papillomavirus 14
Rhabdoviridae - Bat rhabdovirus

- Piry vesiculovirus
Parvoviridae  Canine bocavirus

- Porcine bocavirus

- Rat parvovirus 2

- Turkey parvovirus TP1 2012

Retroviridae  Enzootic nasal tumour virus of goat

- Mason-Pfizer monkey virus
- Reticuloendotheliosis virus
Adenoviridee Human mastadenovirus C
Anelloviridae  Torque teno canis virus

- Tupaia hepatovirus A
Picornaviridae  Bat hepatovirus

Retroviridae  Mouse mammary tumor virus
Parvoviridae  Protoparvovirus HK 2014
Circoviridae  Bat circovirus

Parvoviridae  Turkey parvovirus TP1-2012/HUN

Parvoviridae  Simian parvo-like virus 3
Retroviridae  Murine leukemia virus
- Feline leukemia virus

Avian leukosis virus
Parvoviridae  Desmodus rotundus parvovirus
Papilomaviridae Alphapapillomavirus

Bornaviridae  Bat bornavirus

Retroviridae  Ovine enzootic nasal tumor virus

Anelloviridae  Torque teno sus virus 1a
Papilomaviridae Betapapillomavirus 1
Retroviridae  Simian retrovirus 8

- Feline immunodeficiency virus
Adenoviridee  Bat mastadenovirus E

- Cervid adenovirus 1

- Porcine mastadenovirus A
Papilomaviridae Betapapillomavirus 1

- Ferret papillomavirus
Retroviridee ~ Mason Pfizer monkey virus

QOvine enzootic nasal tumor virus

Gibbon ape leukemia virus

Proteina
Proteina caps
Poliproteina
Replicase
Proteina 52k
Proteina E1
Replicase
Proteina gag
Poliproteina

Proteina

Proteina hexon
Proteina de superficie
RARp

Proteina ORFlab
Proteina ORFlab
Poliproteina

Proteina ndo-estrutural

Poliproteina

Proteina VP2

Proteina E7

Proteina E1

Replicase

Proteina llla

Proteina capsideo
Proteina ndo-estrutural
Proteina gag

Proteina gag

Proteina truncada
Replicase

Proteina llla

Proteina DBP
Proteina ORF2L
Proteina L1

Proteina hexon
Proteina hexon
Proteina E1

Proteina E1

Protease

Proteina VP1
Replicase

Proteina no-estrutural
Proteina no-estrutural
Proteina capsi
Proteina antigénica T
Proteina gag

Proteina hexon
Proteina E1

Replicase

Proteina L1
Poliproteina

Proteina gag

Proteina de capsideo
Proteina antigénica T
Proteina ndo-estrutural
Proteina ndo-estrutural
Proteina Envelope
Proteina gag

Proteina no-estrutural
Poliproteina

Replicase

Proteina gag
Poliproteina

Proteina gag

Proteina capsideo
Proteina E

Proteina nao-estrutural

Comp. (nt)
sideo 151

Proteina envelope 251

Proteina néo-estrutural 132
Replicase 251-145
Poliproteina 186
Proteina E2 206
Proteina E1 251
Proteina EL 106
Polimerase 250
RdRp 251
Proteina NS1 251
Proteina NS1 249
Proteina néo-estrutura - 251
Proteina néo-estrutura 251
Poliproteina 250
Transcriptase reversa 251
Polimerase 251
Proteina Capsideo 251
ORF2 251
Poliproteina 1%
Poliproteina 110
Proteina integrase 184
Proteina néo-estrutural 251
Replicase 251
Proteina néo-estrutural 251
Proteina néo-estrutural 251
Proteina gag 115

Poliproteina (env) 251
Poliproteina (env) 251

Proteina néo-estrutural 2511
Replicase 251
Polimerase 137
Poliproteina 251
ORF1 248
Proteina L2 130
Proteina gag 148
Proteina gag 251
Poliproteina 147
Proteina E1b 249
Proteina E 251
Proteina E1 251
Proteina E1 251
Proteina néo-estrutural 251
Poliproteina 2753
Poliproteina 251

Comp. () Hits
251 1
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Vitus Correspondente (N?) Acesso % similaridade

QPI12650.1
URN32356.1
QGA88252.1
TKAG_A
PODTD3.1
AQP31137.1
ULF9871.1
YP_009345906.1
ANN02879.1
YP_000054898.1
AIF74239.1
YP_009126907.1
YP_009408618.1
AIF76278.1
£29307.1
BBN51264.1
YP_010086504.1
QHF16618.1
AGV92858.1
AJR27940.1
AIF76270.1
BBE29337.1
YP_004041.1
UKI59089.1
UAW96081.1
ABG22141.1
AMN10065.1
YP_009272505.1
YP_004646340.1
ANG58658. 1
ACO89512.1
QuIs3a7TT21
AHF54683.1
APC23167.1
YP_009328890.1
ACF41629.1
AZL94152.1
ALE33729.1
AUBS51277.1
AIF76278.1
UIP37422.1
QBC73618.1
QHF16617.1
BDHA47822.1
ACF15354.1
YP_009328889.1
APC23167.1
NP_041262.1
AHZ63409.1
YP_009328889.1
AIF76270.1
ASM93483.1
ADIS0273.1
NP_056891.1
AAP37287.1
QDO15996.1
CCV02860.1
APC23167.1

Virus Correspondente (N°) Acesso
'YP_009328890.1

BAM71050.1

AIF76270.1

'YP_009373240.1

ACST72928.1

ASM93483.1

AGV2858.1
QBZ39636.1
NP_955543.1
AXX39021.1
AIF76270.1
YP_009179216.1
UIQ88222.1
YP_009272595.1
YP_007195267.1
AIF74284.1
YP_009505536.1
UMBA1514.1
AYCA9708.1
YP_010086594.1
AHF54688.1
QEQ26602.1
2D4L_A
ASH6780.1
BBN51264.1
QCQ29650.1
YP_009215780.1
YP_009505614.1
5CZLA
QOR29549.1
AIF76270.1
AHF54688.1
APC23167.1
0711245A
AYGIG585.1
AUT36432.1
YP_009328889.1
AEM24637.1
BBL33T21
QTE34356.1
AFS64006.1
ATQ381031
AOS48103.1
AHZ63409.1
YP_00272877.1
YP_009373235.1
YP_009205.1
ATQ38086.1
YP_008519310.1
NP_056893.1
ACX93977.1
ALV833031

% similaridade
91.84%
79.52%
55.07%
85.25%
53.57%
7195%
40.68%
50.72%
57.89%
88.10%
55.00%
88.89%
68.75%
49.23%
58.33%
42.03%
51.81%
75.31%
63.75%
49.40%
50.00%
43.13%
68.29%
63.77%
100.00%
65.91%
76.56%
48.57%
60.38%
81.93%
43.18%
50.82%
45.12%
100.00%
71.19%
55.88%
76.65%
50.00%
50.00%
TL74%
49.09%
88.37%
57.41%
4167%
T3.47%
46.91%
83.13%
55.51%
53.52%
50.70%
59.41%
50.00%
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E-value
7e-37
Oe-44.
2e-29
2e-21

E-value
8e-25
1e-32
1e-25
4e-27
de-11
2e-33

3e-10
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4.1.3 — Familias que apresentam sequéncias de virus de interesse em Salde Publica e
Veterinaria.
4.1.3.1 — Contigs relacionados a Familia Retroviridae

Os Retrovirus (familia Retroviridae) sdo virus de RNA com envelope de sentido
positivo com uma molécula de RNA gendmico de comprimento de 7—12 kb.Todos os retrovirus
contém trés proteinas principais: gag, que direciona a sintese de proteinas internas do virion;
pol, que compreende as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase; e env, que constitui
o0 envelope viral (COFFIN et al., 1997).

Do total de contigs obtidos, foram identificados quatro géneros de retrovirus (Alpha,
Beta, Gamma e Lentivirus) (Tabela 3). As sequéncias retrovirais aqui identificadas representam
genes, que codificam a protease / polimerase (pol) e as glicoproteinas de envelope (env), e

aquelas envolvidas no processo de replicagdo viral (Poliproteinas gag e transcriptase reversa).

Tabela 3 — Contigs de retrovirus de interesse em salde publica e veterinaria identificados nas leituras por pools
nas diferentes amostras bioldgicas de morcegos. swab anal (SA), swab oral (SO), sangue (S), figado (F), bago (B)
e intestino (1).

Género Virus identificado (Contigs) Amostra (Pool)
. Avian retrovirus SO
Alpharetrovifus Avian leukosis virus SO
Feline leukemia virus SO, B
Murine leukemia virus SA, SO, S
Reticuloendotheliosis virus SO, S, F
Gammaretrovirus Gibbon ape leukemia virus |
Duck infectious anemia virus |
Moloney murine sarcoma virus SA
Bat gammaretrovirus SA,
Mason Pfizer monkey virus SO, S, F, |
Enzootic nasal tumour virus of goats SA, S, SO, B, |
Betaretrovirus Simian retrovirus 8 AS, B
Squirrel monkey retrovirus SA S |
Ovine enzootic nasal tumor virus SO, F
Equine infectious anemia virus SA, S, B, |
Lentivirus Feline immunodeficiency virus B
Human immunodeficiency virus SO

Todas as amostras tiveram leituras retrovirais, sendo numericamente mais registros de
sequéncias observadas nos swabs orais, com 13 contigs de retrovirus identificados. Os virus
Avian leukosis virus Reticuloendotheliosis virus, Feline leukemia virus - FeLV, Feline
immunodeficiency virus - FIV, Enzootic nasal tumour virus of goats, Duck infectious anemia
virus, Equine infectious anemia virus - EAIV, estdo entre aqueles que apresentam interesse em

Medicina Veterinaria.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7346494/#r4
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Observamos que dentre as diversas leituras em diferentes amostras com nucleotideos
para 0 EAIV, um genoma quase completo (5366 nucleotideos). A sequéncia continha
fragmentos de genes que codificam proteinas estruturais pol e env. O genoma parcial foi
minerado em Pool de intestino, onde haviam apenas amostras de M. molossus. Denominamos
essa read de I3_EIVACG. Para a identificacdo mais precisa, apds a montagem do genoma
parcial, realizamos a reconstrucdo filogenética baseada na sequéncia de referéncia de EAIV e
de outros dois lentivirus (Virus da Artrite-encefalite caprina - CAEV e o Virus VisnaMaedi) e
para os genes pol e env. A analise filogenética para 13_EIVACG mostrou proximidade com as
sequéncias depositadas de EAIV e agrupou-se com o CAEV e o VisnaMaedi no GenBank
(Figura 11), bem como para as regibes de proteina pol (Figura 12) e env (Figura 13)

correspondentes de outros lentivirus.

160
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Figura 11- Arvore filogenética construida com genoma quase completos de EIAV e VisnaMaedi-CAEV. O
genoma parcial da sequéncia I3 contém 5366 pares de bases. As sequéncias de EIAV estéo indicadas em azul, as
de CAEV estdo em magenta e as sequéncias de VisnaMaedi estdo em verde. Os nimeros indicam o suporte
estatistico (baseado no teste de Simodaira e Hasegawa) nos respectivos nds da arvore. A arvore foi construida
usando o critério de verossimilhanga maxima e o modelo evolutivo selecionado foi 0 modelo GTR. Todas as
arvores foram feitas usando o programa FastTree.
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SH-like test
1

v——

HM141811 1 Equine infectious anemia virus isolate DV35-20
HM141810.1 Equine infectious anemia virus isolate DV10-3
lious anemia virus isolate DV3-5

ious anemia virus isolate DV117

HM141922.1 Equine infectious anemia virus isolate DLVS-7
HM141916.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV10-19
HM141920.1 Equine infectious anemia vi
AF327878.1 Equine infectious anemia virus vaccine strain
HM141823 1 Equine infectious anemia virus isolate DLV18-8
HM141913 1 Equine infectious anemia vi olate DLV3-A
HM141914.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV7-18
HM141917.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV19-9
HM141921.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV5-10
AF327877_1 Equine infectious anemia virus sirain Liaoning
HM141915.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV8-2

HM141918.1 Equine infectious anemia virus isolate DLV15-16

JX480633.1 Equine infectious anemia virus isolate F4
JX480632 1 Equine infectious anemia virus isolate F3
JX480631.1 Equine infectious anemia virus isolate F2
JX480634.1 Equine infectious anemia virus isolate H3
AF018316.1 Equine infectious anemia virus clone EIAVuk
NC_001450.1 Equine infectious anemia virus
U01866.1 Equine infectious anemia virus clone pSPEIAV19
AF028232 1 Equine infectious anemia virus clone p18/wenvi7
AF028231.1 Equine infectious anemia virus clone p19/wenv16

04

L

M16575.1 Equine infectious anemia virus proviral DNA
AF247384.1 Equine infectious anemia virus complete genome

MH580896.1 Equine infectious anemia virus isolate Newmarket

MT338937.1 Equine infectious anemia virus strain EIAV-SERB-1

JX003263.1 Equine infectious anemia virus strain Miyazaki2011-A

MN5604970_1 Equine infectious anemia virus strain POCONE-BRA1
MNS560971.1 Equine infectious anemia virus strain POCONE-BRA2

MHS580898.1 Equine infectious anemia virus isolate Comwall

MK593463.1 Equine infectious anemia virus isolate Ecl Gard co
MHS580897_1 Equine infectious anemia virus isolate Devon
M51543.1 Visna/Maedi virus Icelandic strains LV1-1 and 1514

KT748878 1 Caprine
KT748881.1 Caprine

GU120138.1 Caprine
AY900630.1 Caprine
M33677.1 Caprine

NC_001463.1 Caprine
FJ195346.1 Caprine arthritis encepl

M10B08.1 Visna/Maedi virus

MB0610.1 Visna virus Icelandic strain 1514
NC_001452.1 Visna/Maedi
L06806.1 Visna/Maedi virus strain kv1772
M60609.1 Visna virus Icelandic strain 1514

us sirain kv1772

s encephalitis virus isolate guizhou
s encephalitis virus isolate Shandong

is v

is, complete proviral genome
s-encephalitis virus
litis virus Ov496

éncia 13
icam o

fragmento do gene pol. O fragmento da sequ

MK593462.1 Equine infectious anemia virus isolate Bau Gard co

Figura 12 - Arvore filogenética construida com um
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Todas as arvores foram feitas usando o programa FastTree.
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e MB0610.1 Visna virus Icelandic
- NC_001452.1 Visna/Maedi virus strain kv1772
wesmesnee LOBO06.1 Visna/Maedi virus strain kv1772

EU293537 2 Caprine arthritis encephalitis virus Roccaverano

s s (GQ381130.1 Caprine arthritis encephalitis virus strain Seul

MW248464.1 Visna-maedi virus strain NM1111
HQ848062.1 Visna/maedi virus
MB0609.1 Visna virus Icelandic

M51543.1 Visna/Maedi virus lcelandic strains LV1-1 and 1514

e e JF502416.1 Caprine arthritis encephal

03

AF322109.1 Caprine arthritis-enceph
FJ195346.1 Caprine arthritis encephalitis virus Ov496

M33677.1 Caprine arthritis encephalitis virus, complete proviral genome
NC_001463.1 Caprine arthritis-encep i
GU120138.1 Caprine arthritis enceph: train Shanxi
AY800630.1 Caprine arthritis-snceph:
KT749880.1 Caprine arthritis encephalitis virus
KT749878.1 Caprine arthritis encephalitis virus isolate Shandong
KT214469.1 Caprine arthritis encephalitis virus isolate Sichuan
KT749881.1 Caprine arthritis encephalitis virus isolate gs-35V
KT749879.1 Caprine arthritis encephalitis virus isolate Shaanxi

AF016316.1 Equine infectious anemia virus clone EIAVuk

infectious anemia virus
U01866.1 Equi fectious anemia virus clone pSPEIAV19
AF028232.1 Equine infectious anemia virus clone p19wenv17

infectious anemia virus strain POCONE-BRA1
infectious anemia virus strain POCONE-BRAZ2

JX003263.1 Equine infectious anemia virus strain Miyazaki2011-A
MT338937.1 Equine infectious anemia virus strain EIAV-SERB-1
MH580896.1 Equine infectious anemia virus isolate Newmarket
MK593462.1 Equine infectious anemia virus isolate Bau Gard co
JX480632.1 Equine infectious anemia virus isolate F3
JX480631.1 Equine infectious anemia virus isolate F2
JX480634.1 Equine infectious anemia virus isolate H3
JX480633.1 Equine infectious anemia virus isolate F4
MK593463.1 Equine infectious anemia virus isolate Ecl Gard co
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Figura 13- Arvore filogenética construida com fragmento do gene env. O fragmento da sequéncia I3 contém 805

bp e corresponde as posicOes 6693 até 7473 da sequéncia de referéncia MN560971. Os ndmeros indicam o suporte

estatistico (baseado no teste de Simodaira e Hasegawa) nos respectivos nds da arvore. A arvore foi construida

usando o critério de verossimilhanga maxima e o modelo evolutivo selecionado foi 0 modelo GTR. Todas as

foram feitas usando o programa FastTree.

arvores



47

4.1.3.2 — Contigs relacionados a Familia Parvoviridae

Os Parvovirus sdo pequenos virus de DNA de fita simples (ssSDNA) sem envelope que
pertencem a familia Parvoviridae. Os avancgos recentes em tecnologias moleculares e de
sequenciamento tem possibilitado, como ja mencionado anteriormente, na descoberta de varios
NoVOos parvovirus e na enorme expansdo da taxonomia dos parvovirus (WOO et al. 2017).

Foram identificadas doze sequéncias de parvovirus que tiveram percentual de
similaridade no Blastn correspondente no GenBank para: Desmodus rotundus parvovirus (n°
Acesso YP 009328889.1), Canine bocavirus (n® Acesso UMB41517.1), Porcine bocavirus (n°
Acesso AYC49708.1), Rat parvovirus 2 (n° Acesso YP_010086594.1), Turkey parvovirus TP1
2012 ( n° Acesso AHF54688.1), Protoparvovirus HK 2014 (n® Acesso QOR29549.1), Simian
parvo-like virus 3 (n® Acesso APC23167.1), Human bocavirus (n® Acesso AFU35575.1),
Carnivore protoparvovirus, Artibeus lituratus parvovirus (n°® Acesso AWN56767.1), Artibeus
jamaicensis parvovirus 1 ( n°® Acesso AIF74239.1) e Eidolon helvum parvovirus 2 (n® Acesso
AYG97824.1).

Todas as amostras bioldgicas apresentaram leituras de pools com contigs para parvovirus. As
sequéncias aqui identificadas representam genes que codificam proteina de capsideo (VP2),
glicoproteina do envelope (env) e polipoproteina (pol) e proteinas nao estruturais (NS1), de
acordo com a anélise BLASTX.

Sequenciamos ainda, de forma quase completa, um fragmento de Chaphamaparvovirus
(CHPV) em pool de figado de M. molossus (Pool - F1). Chamamos a sequéncia de
F1009_Molossus molossus e tinha 4281 bp, respectivamentes com 0 genoma com a sequéncia
de aminoacidos da Proteina N&o-estrutural 1 (NS1), localizacdo no genoma: 699...2705) e
sequéncia de aminoacidos da proteina da capside viral (VP1), localizacdo no genoma:
2698...4152) (Figura 14).

] Casid )
e TP ——

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1k 11k 12 13k 14k 15k 16k 17k 18k 1% 2k 21k 22k 23k 24k 25k 26k 27k 28k 29 3k 31k 32 33k 34k 35k 36k 37k 38k 3% dk 41k 4281

Figura 14- Mapa de localizacdo da proteina ndo estrutural (NS1) e proteina de capsideo (VP1) no genoma do
Chaphmaparvovirus identificado no Pool de figado de M. mollosus.

A sequéncia F1009_Molossus molossus, foi alinhada com outros CHPV, sendo que
ficou agrupada de forma mais proxima das linhagens de morcegos do género Artibeus e

Desmodus (Figura 15).
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- MN166196.1 Ursus americanus chapparvovirus _UaChV/Reno/2014
MK513529.1 chapparvovirus 2 strain Tasmania/Sarcophilus_harrisiil2017

MT734803.1 Bat chaphamaparvovirus _BachaV/IJR

MH170362.1 Artibeus lituratus parvovirus strain Alp-OS-BR
AE_oazow 1 Desmodus rotundus parvovirus strain DRA25

MH170363.1 Artibeus lituratus parvovirus strain Alp-OS-BR

— e | X885610.1 Eidolon helvum parvovirus 2
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Figura 15- A- Matriz de distancia em aminoacidos para a diversidade de Parvovirus. B- Arvore filogenética
construida com genoma parcial Chaphamaparvovirus identificado em Pool de figado de M. molossus (em azul
destacado). A arvore foi construida usando o critério de verossimilhanca maxima e o modelo evolutivo selecionado
foi o modelo GTR. Todas as arvores foram feitas usando o programa FastTree.

A analise filogenética quantos a proteina da capside viral (VP1) (Figura 16) e Proteina

Né&o-estrutural 1 (NS1) (Figura 17) e sequéncia de aminoacido que mostrou proximidade com
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as sequéncias depositadas no GenBank para outros PVs - de suinos, felinos, carnivoros, aves,

roedores e outros quirdpteros.
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Figura 16 — A — Matrizes de distancia em aminoacidos; B - Arvores filogenéticas construidas com fragmento de
proteina capsideo (VVP1) da sequéncia F1009_Molossus molossus em relagdo as sequéncias de referéncia de outros
Parvovirus. A arvore foi construida usando o critério de verossimilhangca maxima e o modelo evolutivo
selecionado foi 0 modelo GTR. Todas as arvores foram feitas usando o programa FastTree.
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Figura 17 — A — Matrizes de distancia em aminoacidos; B - Arvores filogenéticas construidas com fragmentso de
Proteina ndo estrutural (NS1) da sequéncia F1009_Molossus molossus em relacdo as sequéncias de referéncia de
outros parvovirus. A éarvore foi construida usando o critério de verossimilhanga méaxima e o modelo evolutivo
selecionado foi 0 modelo GTR. Todas as arvores foram feitas usando o programa FastTree.



51

4.1.3.3 — Contigs relacionados a Familia

Os virus da familia séo envelopados com um tamanho de virion de 120-160 nm para
morfologia esférica e de 75-90 nm x 170-200 nm para morfologia baciliforme. O genoma do
coronavirus consiste em um unico segmento linear de 26 a 32 kb de + RNA (KING 2011).

Os Coronavirus de morcego tém sido estudados extensivamente desde o surto de doenca
global causado por coronavirus de sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV)
(DREXLER et al. 2010; LAU et al. 2010). Em nosso estudo, as leituras reunidas da familia
Coronaviridae foram identificadas em amostras de sangue, intestino, rins e bago.

No sequenciamento de B3 (pool de bago 3), identificamos um fragmento de 141
nucleotideos que apresentou 100% de similaridade com a proteina ORFlab para SARS-CoV-2
(n° Acesso UJU94448.1). Ja em intestino e sangue (pools 13, 19 e S1) os ndmeros de
nucleotideos recuperados foram maiores, com 202, 212 e 251 fragmentos respectivamente, que
compartilharam identidade de 98.41 %, 98.95% e 100% (n° Acessos PODTD3.1, UEF20961.1
e UQC18417.1), respectivamente, para a ORF1ab de SARS-CoV-2. Porém, como essa ORF é

compartilhada por diferentes coronavirus, entedemos que as sequéncias podem se tratar de um

CoV de morcego, que ndo seja 0 SARS-CoV-2, uma vez que esse Vvirus ainda ndo foi descrito
em quiropteros.

Em intestino e sangue (Pool 19 e S1) também mineramos um contig com homologia de
97.14% para o gene RdRp (RNA polimerase dependente de RNA) para um Betacoronavirus de
Rhinolophus hipposideros identificado na Italia em 2012 (n° acesso GA88252.1). No mesmo
pool de sangue (pool S1), identificamos ainda, uma leitura com comprimento de 205 nt com
identidade de 100% para a proteina de superficie de Bat coronavirus BM48 31 BGR 2008 (n°
Acesso URN32356.1), um CoV identificado em Rhinolophus blasii na Europa e que é

responsavel por causar sindrome respiratéria.

4.1.3.4- Contigs relacionados a Familia

Os Adenovirus (AdV) sdo virus icosaédricos ndo envelopados com cerca de 70 a 90 nm
de didmetro. O genoma é composto por DNA de fita dupla linear, que varia em comprimento
de 26 a 48 kb (TAN et al. 2017). O genoma dos adenovirus esta organizado em pelo menos 16
genes comuns de género claramente definidos, incluindo a polimerase, e em um conjunto de
genes mais variaveis, género-especificos, localizados principalmente perto das extremidades do
genoma (DAVISON et al. 2013).

Contigs de AdV foram identificadas em quase todas amostras bioldgicas, exceto em
figado (Figuras 6 e 7), e incluiram percentual de similaridade e sequéncia referéncia no Blast,

respectivamente para: Bat mastadenovirus A de 75% para a sequéncia n® Acesso BBE29305.1,
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Bovine mastadenovirus A de 62.2% para sequéncia n° Acesso YP 094041.1, Canine
mastadenovirus A de 50.88% a 77.63% para sequéncia n® Acesso UKI59076.1, Human
mastadenovirus C de 96.10% a 100% para a sequéncia n® Acesso UAW96081.1, Ovine
mastadenovirus A de 92.77% para a sequéncia n° Acesso ABG22143.2, Porcine
mastadenovirus A de 83.13% para a sequéncia n°® Acesso YP_009205.1, Adenovirus squirrel
96 29 KOR de 80.49% a 98.36% para a sequéncia n® Acesso QP112650.1, Cervid adenovirus 1
de 46.91% para a sequéncia n® Acesso YP_009373235.1, Bat mastadenovirus E de 73.47% para
a sequéncia n® Acesso YP_009272877.1, Bat mastadenovirus B de 65.38% para a sequéncia n°
Acesso YP_004782113.1 e Equine mastadenovirus A de 66.27% a 72.29% para a sequéncia n°
Acesso E29307.1.

As similaridades com sequéncias de referéncias no Blastx foram para genes que

codificam a proteina hexon, proteina de ligacdo ao DNA (DBP), proteina terminal (TP),
proteina Illa (proteina que interage com a proteina L1-52/55Kin e associa-se ao dominio de

empacotamento viral), poliproteina (pol), ORF 26 e proteina ndo-estrutural (Quadro 1 a-f)

4.1.3.5 — Contigs relacionados a Familia Papillomaviridae

Os membros da familia Papillomaviridae sdo virus dsDNA epiteliotréficos pequenos,
sem envelope. O genoma é composto de aproximadamente 8.000 pb e inclui uma regido
reguladora de leitura aberta (ORFs) nomeados ap0s seu tempo de expressao, com uma
codificacdo de regido inicial para as proteinas envolvidas na replicacéo viral e imunomodulacao
e uma codificacdo de regido tardia para as proteinas do capsideo (BRAVO et al. 2010).

Do total de amostras de pools sequenciadas, obtivemos uma expressiva quantidade de
contigs para a familia Papillomaviridae em todas as amostras bioldgicas, com sequéncias para
dezesseis Papilomavirus (PVs), que compartilharam homologia com proteinas de diferentess
espécies de mamiferos e ave, no Blastx (Figura 18).

Além dos PVs da figura 17, outros cinco tiveram leituras e apresentaram percentual de
similaridade no Blastx e Blastn para: Alphapapillomavirus 3 - 53.57% para a sequéncia
referéncia n® Acesso ACS72928.1, Betapapillomavirus - 68.75% para a sequéncia referéncia
n® Acesso UJQ88222.1, Nupapillomavirus 1 — 58.02% para a sequéncia referéncia n°® Acesso
NP _040287.1, Lambdapapillomavirus - 64.71% para a sequéncia referéncia n°® Acesso
A0I33384.1, Pipapillomavirus 1 —83.75% para a sequéncia referéncia n® Acesso UJ0Q88223.1

e Kappapapillomavirus 1 — 51.43% para a sequéncia referéncia n® Acesso YP 249604.1.
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Canine papillomavirus Rattus norvegicus papillomavirus 2

g

Equus caballus papillomavirus

.

Felis catus papillomavirus Colobus monkey papillomavirus

Bos taurus papillomavirus 18 Duck papillomavirus Ferret papillomavirus

Figura 18- Papilomavirus de outras espécies de mamiferos e em ave, que apresentaram sequéncias de nucleotideos
em amostras bioldgicas de morcegos e que tiveram homologia com diferentes proteinas de PVs no Blastx. As
referéncias mapeadas para as sequéncias foram: Bos taurus papillomavirus 18 — Acesso n® YP_009272595.1,
Colobus monkey papillomavirus — Acesso n® YP_004646340.1, Canine papillomavirus 14 — Acesso n°
YP_007195267.1, Ferret papillomavirus - Acesso n°® YP_008519310.1, Equus caballus papillomavirus — Acesso
n°® YP_009315925.1, Duck papillomavirus — n® Acesso ANN29877.1, Felis catus papillomavirus — Acesso n°
AAA43022.1 e Rattus norvegicus papillomavirus 2 — Acesso n® AXZ95699.1.

As leituras dos contigs de PVs compartilharam identidades para o gene que codifica as
proteinas L1 e L2, proteinas do capsideo, responsaveis pelas etapas finais da replicacdo do
virus, como a sintese de proteinas estruturais (FINNEN et al. 2003). E ainda, haviam
fragmentos de nucleotideos que tiveram homologia com as proteinas E1, E7 que séo
responsaveis pela replicacdo do DNA e controle da transcricdo viral (SANTOS et al. 2002) e
poliproteina (pol).

4.1.3.6 - Contigs relacionados a Familia Picornaviridae

Os Picornavirus (PiVs) sdo virus RNA de fita simples de sentido positivo encontrados
em humanos e uma diversidade de animais, e podem causar doencas respiratdrias, cardiacas,
hepéticas, neuroldgicas, mucocutaneas e sistémicas de varios niveis de gravidade (TRACY et
al. 2006). Os picornavirus atualmente sdo divididos em 12 géneros, sendo eles: Enterovirus,
Cardiovirus, Aphthovirus, Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus,
Sapelovirus, Senecavirus, Tremoviruse e Avihepatovirus (LAU et al. 2011).

Em nossa triagem, identificamos leituras para amostragem, exceto em pools de swab
anal e figado, de diferentes géneros de PiVs. Montamos contigs com percentual de semelhanca

e sequéncia referéncia do GenBank respectivamente para poliproteinas (pol) de: Bat fisalivirus
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- 67.74% (Acesso n°® AQP31137.1), Bat cripavirus - 45.21% (Acesso n® ULF99871.1), Bat
iflavirus - 66.15% (Acesso n® YP 009345906.1), Bovine rhinitis B virus - 73.08% (Acesso n°
ANNO02879.1), Chicken picornavirus 1 - 42.19% (Acesso n° YP 009054898.1), Bat
hepatovirus - 51.22% (Acesso n° YP _009505614.1), Bat badicivirus 1 - 57.38% (Acesso n°
YP_009345910.1), Rhinovirus C 38.46% (Acesso n°® ANI70116.1), Enterovirus B - 47.73%
(Acesso n° QTM69012.1), Canine kobuvirus - 100.00% (QXR02152.1), Bat posalivirus - 37.68
% (Acesso n® AQP31136.1) e Rhinovirus A - 48.08% (Acesso n® QIM74092.1).

4.1.3.7 — Contigs de baixa abundancia

a) Anelloviridae

Os Anellovirus (AVs) sdo uma familia de pequenos virus ssSDNA circulares com uma
vasta diversidade genética (NISHIYAMA et al. 2014). O genoma de DNA completo varia de 2
a 3,9 kb de tamanho (KACZOROWSKA et al. 2020).

Leituras de cinco AVs em pools de swabs oral e anal, baco e intestino foram obtidos na
metagendémica empregada nessas amostras. As sequéncias com percentual de similaridade no
Blastn e percentual de homologia de proteinas no Blastx foram para: Giant panda anellovirus
(n°® Acesso QZE11973.1 - 52.27 % para ORF 1), Torque teno canis virus (n° Acesso
QCQ29650.1 - 65.91% para ORF2), Tupaia hepatovirus A (n® Acesso YP 009215780.1 -
76.56% para poliproteina — pol), Torque teno sus virus 1a ( n°® Acesso AFS64006.1 - 49.09%
para ORF1), Feline anellovirus (n°® Acesso QYD02374.1 — 53.33% para ORF 1).

b) Astroviridae

Os Astrovirus sdo pequenos virus icosaédricos ndo envelopados com genoma de RNA
de fita simples de sentido positivo. Eles tém de 6,4 a 7,3 kb de comprimento e consistem em
trés quadros de leitura abertos (ORF1la, ORF1b e ORF2). A familia Astroviridae inclui dois
géneros principais: Mamastroviruses que infectam mamiferos e Avastroviruses que infectam
hospedeiros aviarios (MENDEZ et al. 2014).

Montamos um contig de com similaridade para sequéncia referéncia para Canine
astrovirus (n° Acesso AEL28798.1) em pool de bago, onde continham apenas amostras de M.

molossus. O fragmento mostrou similaridade de 95.38% para protease, no Blastx.

c) Bornaviridae

Os Bornavirus sdo virus de RNA de fita negativa ndo segmentados, pertencentes a
ordem Mononegavirales (TOMONAGA et al. 2002). Em nosso estudo, pudemos identificar um
contig em pool de swab oral, que mostrou similaridade de 50% para a polimerase de da

sequéncia no Blastx (n° Acesso BBL.33072.1) para o Bat bornavirus.



55

d) Circoviridae

Os virus da familia Circoviridae infectam uma ampla gama de vertebrados. Os virions
consistem em nucleocapsideos nus de cerca de 20 nm de didmetro, com um genoma circular de
DNA de fita simples (SSDNA) de aproximadamente 2,0 kb (DELWART et al. 2012). Por serem
um dos menores virus conhecidos, enfatiza-se mais uma vez, que com o aumento de abordagens
de sequenciamento de alto rendimento, a identificacdo de pequenos genomas circulares de DNA
(Circovirus - CiVs) puderam ser detectados em amostras fecais de mamiferos selvagens e em
insetos (LI et al. 2010).

Nos resultados obtidos por nds, todas as amostras bioldgicas tiveram sequenciados
contigs para seis CiVs. Os percentuais de identidade para proteina replicase correpondente no
Genbank foram para: Bat circovirus (n® Acesso - AIF76270.1 - 54.00%), Porcine circovirus 2
(n® Acessso ADF80773.1 - 62.16%), Bat circovirus ZS China (n°® Acesso - QTM69012.1 -
79.52%), Bat associated cyclovirus 16 (n® Acesso - UJO02085.1 - 65.62%), Columbid
circovirus (n° Acesso — ASX95448.1 - 45.83%) e Duck associated cyclovirus 1 (n Acesso
AZQ25380.1 - 50.60%).

e) Genomoviridae

Obtivemos ainda duas leituras em sangue e pool de swab oral para sequéncia referéncia
depositada no GenBank (n°® Acesso ASM93483.1) da proteina replicase de Canine feces-
associated gemycircularvirus, membro da familia Genomoviridae, que inclui virus com
pequenos genomas circulares de DNA de fita simples (ss) (~1,8-2,4 kb) que codificam uma
proteina de iniciacdo de replicacdo de circulo rolante (Rep) e uma proteina do capsideo (CP)
em uma orientacdo ambisense (KRUPOVIC et al. 2016).

) Hespesviridae

Os Herpesvirus (HVs) sdo virus grandes, envelopados, de DNA de fita dupla que
infectam a pele, membrana mucosa, sistema linfatico e sistema nervoso de animais,
disseminando-se em varios hospedeiros vertebrados, incluindo humanos. A familia
Herpesviridae é dividida em trés subfamilias: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae (ZHENG e XY et al. 2016).

Em relacdo a sequéncia referéncia para HVs (n° de Acesso BAI22794.1), obtivemos
uma leitura em amostras de swab anal de M. mollosus, com 50.57% para glicoproteina B de Bat
betaherpesvirus 2. O baixo percentual de similaridade da sequéncia, pode sugerir que se trata
de um fragmento de HVs novo, contudo, como foi apenas um contig de 251nt, ndo conseguimos

fazer uma analise mais robusta, incluido a Filogénia da mesma.
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g) Paramyxoviridae

Os membros da familia Paramyxoviridae sdo virus de RNA de sentido negativo
envelopado. Existem duas subfamilias e seis géneros dentro da familia Paramyxoviridae. Os
géneros Morbillivirus, Respirovirus, Rubulavirus e Henipavirus, compdem a subfamilia
Paramyxovirinae, e 0s géneros Pneumovirus e Metapneumovirus constituem a subfamilia
Pneumovirinae. Cada um dos seis géneros contém patdgenos humanos e animais altamente
contagiosos (VAN REGENMORTEL et al. 2000).

Um contig montado de 185 nt de Morbillivirus foi obtido em pool de intestino de M.
molossus. O Blastx mostrou similaridade de 85.71% para a hemaglutinina de Canine
morbillivirus. Confirmamos a sequéncia com a de referéncia do Genbank (n°® Acesso
ABX84034.1).

h) Picobirnaviridae

Os Picobirnavirus sao virus de RNA de fita dupla pequenos (pico), bi-segmentados (bi),
e estdo associados a gastropatias e diarreia. Inicialmente descoberto em amostras fecais de
humanos e ratos pigmeus no Brasil, o virus ndo é envelopado e contém dois segmentos de RNA
que podem diferir em tamanho dependendo se sdo Genogrupo | (2,3-2,6 kb e 1,5-1,9 kb) ou
Genogrupo 11 (1,75 e 1,55 kb) estirpes (PEREIRA et al. 1988, PEREIRA et al. 1988).

Sequenciamos cinco contigs de picobirnavirus em pools de baco, intestino e rins, que
apresentaram similaridade para as sequéncias de referéncias e percentual para proteina
correspondente no Blastx, respectivamente para: Picobirnavirus PREDICT PbV-87 (Acesso n°
ALA11508.1) com 61.90% para a proteina RdRp, Fox picobirnavirus - (Acesso n°
AGK45555.1) com 75.51% para proteina RdRp, Feline picobirnavirus (n° Acesso
ASK85695.1) com 80.70% para proteina RdRp, Turkey picobirnavirus (n® Acesso
AHY84711.1) com 45.21% para proteina de capsideo, Ovine picobirnavirus (n°® Acesso
ALX37974.1) com 78.43% para proteina RdARp.

1) Polyomaviridae

Os Polyomavirus (PyVs) sao virus tumorais de DNA icosaedrico ndo envelopados com
genomas circulares de fita dupla altamente estaveis de ~5000 pb. A familia Polyomaviridae é
dividida em quatro géneros (Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus e
Deltapolyomavirus) que atualmente contém mais de 100 espécies de PyVs formalmente
reconhecidas (MOENS et al. 2017).

Assim como outros virus circulares ja mencionados, obtivemos dois contigs de PyVs.
A similaridade para proteina antigéncia das sequéncias de reréncia (n® Acesso ACF15354.1

e YP 0091750.1, respectivamente) foi de 100 % para Human polyomavirus 2 e 53.85%
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para Bat polyomavirus. Os fragmentos de nucleotideos para o PyVs humano estavam em pools
de sangue, swab anal, baco e figado, ja os de morcego, estavam apenas em pool de intestinos,

onde tinham apenas amostras de M. molossus (Quadro 1 a-f).

J) Rhabdoviridae

A familia Rhabdoviridae, dentro da ordem Mononegavirales, € uma das familias de
virus mais ecologicamente diversas e com alta importancia clinica. Os Rabdovirus tém uma
ampla distribuicdo geografica e podem infectar uma grande variedade de plantas e animais,
incluindo mamiferos, aves, répteis e peixes. Além disso, pode infectar artropodes, que podem
atuar como vetores para a transmissdo viral. O genoma de RNA de fita simples ndo segmentado
de 11-16 Kb e as particulas virais distintas sdo contidas no envelope (DIETZGEN et al. 2017).

Dois contigs em pool de swab oral de Myotis sp. foram montados para Bat rhabdovirus
com similaridade de 42.03% para Polimerase da sequéncia referéncia depositada no Genbank
(n® Acesso AlIF74284.1) e para Piry vesiculovirus (51.81% de similaridade para RdRp da
sequéncia refeféncia n® Acesso YP_009505536.1).

4.5 — ldentificacdo de” novos” virus

4.5.1 — Novo virus da Familia Totiviridae

A familia Totiviridae é caracterizados por virions icosaedricos, variando entre 30 e 40
nm de didmetro, que normalmente encapsida genomas de RNA de fita dupla (dsSRNA)
monossegmentados (ou seja, ndo segmentados) com quadros de leitura aberta sobrepostos que
codificam uma proteina do capsideo (CP) e uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp)
(GHABRIAL 2008).

Séo reconhecidas pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) mais de 25
espécies da familia Totiviridae. Esses virus sdo conhecidos por mediar infeccBes persistentes e
ndo citopaticas de uma gama diversificada de fungos e protozoarios. A familia é atualmente
classificada em cinco géneros: Totivirus, Victorivirus, Giardiavirus, Trichomonasvirus e
Leishmaniavirus. Apenas 0s géneros Totivirus e Victorivirus possuem espécies que infectam
fungos; os trés géneros restantes incluem membros que infectam protozoarios (GOODMAN et
al. 2011).

Alguns estudos revelaram a presenca de virus RNA (similar aos totivirus) nos parasitas
humanos Trichomonas vaginalis , Giardia lamblia e Leishmania spp. (WANG et al. 1993,
GRYBCHUK et al. 2018). Esses virus afetam as interacfes entre hospedeiro e parasita: o
Trichomonavirus e o Leishmaniavirus exacerbam a viruléncia de seus hospedeiros parasitas,

enquanto o Giardiavirus estd associado a uma diminuicdo na viruléncia do parasita
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(GOMEZ-ARREAZ et al. 2017). O Trichomonavirus e Leishmaniavirus induzem interferon
Tipo | (IFN) e resposta pré-inflamatoria elevada que controla a gravidade das doencas
(FICHOROVA et al. 2012 , BOURREAU et al. 2016).

Na metagendmica realizada nas amostras de nosso estudo, uma variedade de leituras de
Totivirus foram encontrados no conjunto de Pools de figado de M. molossus e a maioria parece
estar relacionada ao virus Schistocephalus solidus toti-like virus 3 (virus de parasita de peixe -
Schistocephalus solidus (HAHN et al. 2020). As sequéncias virais mostraram identidades com
a sequéncia de RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), com percentuais que variaram de
25.25% a 88.73% em relacdo as sequéncias referéncias depositadas no GenBank (Apéndice e).

Analises filogenéticas revelaram que as sequéncias de Totivirus deste estudo se agrupam
e estdo relacionados a virus descobertos em outros invertebrados, incluindo Trichomonasvirus,
Leishmaniavirus, Victovirus, Giardiavirus e mais intimamente relacionado a virus descobertos
em insetos (Artivirus), sendo que grande parte das sequéncias esta em um clado que tem como
base um virus isolado em verme Schistocephalus solidus, como anteriormente mencionado,

porém nao afirmamos que as sequéncias sdo do mesmo verme. (Figura 19).
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Figura 19 -a) Relagdes filogenéticas entre os Totivuris identificados nas amostras de figado de M. molossus e
outros géneros aprovados da familia Totiviridae. b) As arvores de probabilidade méxima foram derivadas das
sequéncias de Polymerase e ¢) RdRp concatenadas e completas de cada virus analisado.

As novas espécies de Totivirus sdo definidas com base em critérios biologicos e

moleculares. Os virus encontrados em hospedeiros distintos s@o de espécies diferentes, e 0s
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virus que compartilham menos de 50% da identidade da sequéncia de aminoacidos (aa)
também sdo considerados espécies diferentes (WICKNER et al. 2012). Assim, como em
nosso estudo, os percentuais de identidade estavam dentro dessa faixa, e com base nas
andlises filogenéticas e caracteristicas distintas das sequéncias obtidas, propomos que 0s
Totivirus identificados, sdo de novas espécies, uma vez que como em outros totivirus, 0 Em
todos 0s casos para sugerir que estes eram provavelmente novos virus fragmentos minerados
codificam RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que se trata de um gene
xtremamente conservado de totivirus (BRUENN 1993).

Apesar da arvore filogenética indicar a proximidade do parasita S. solidus como um
dos hospedeiros para os Totivirus no viroma dos morcegos aqui estudados, ndo observamos
evidéncias do transcriptoma desse parasita para julgar se ha presenca dele nas amostras de
figado, o que nos d& a hipotese de que possa haver novos hospedeiros para esses virus nos
quirdpteros da regido. Sabemos ainda que a necessidade de caracterizar esses Totivirus e
organismos que eles parasitam, nos possibilita entender o papel dos parasitas na evolucao do
virus e nas interacBes hospedeiro-microorganimos, determinando o papel dos virus na
adaptacdo do parasita e nas doencas do hospedeiro e por fim, nos auxulia identificar os
padrdes e processos de coevolugdo hospedeiro-parasita-virus. Esta é uma questdo que deve
ser respondida em estudos futuros.

Também, pretendemos expandir o conhecimento da diversidade de Totivirus em
morcegos e mostrar que estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o papel desses virus
como possiveis patdgenos humanos ou veterinarios, especialmente porque a interagdo entre
ambiente silvestre e urbano, expbe tanto 0 homem como os animais domeésticos a importantes

doencas transmitidas por esses quirépteros.

4.5.2 — Identificagdo de um novo Chaphamaparvovirus (CHPV)

Ainda sobre os Parvovirus, durante a analise metagenémica dos pools, em 5 morcegos
M. molossus, identificamos CHPV. Estas sequéncias de CHPV apresentaram 0 genoma com
um tamanho que variou entre 3797 e 4284 pb. A analise filogenética baseada em nucledtideos
e em sequéncias de aminoacidos do dominio VP1, NS1, e SF3 Helicase, mostrou que todas
as sequéncias de CHPV sdo monofiléticas.

Para tanto, como determina os critérios de classificacdo do Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) para esta espécie (a regido do gene CHPV NS1 deve ter 85% de
identidade para ser classificada na mesma espécie), as nossas sequéncias sdo provavelmente

uma nova espécie dentro do género Chaphamaparvovirus.
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5- DISCUSSAO

Neste estudo, obtivemos a analise metagendmica da diversidade viral encontrada nas
5 espécies de morcegos capturadas na regido urbana de Santarém-PA, Brasil. As amostras
biologicas foram analisadas em pools. A extracdo de RNA total sequido por amplificagdo por
PCR independente de sequéncia foi realizada, e 0 sequenciamento de alto rendimento foi
conduzido com tecnologia de SNG Illumina. Todas as etapas seguiram-se como indicado para
analises metagendmicas, incluindo as de concentracédo viral (centrifugacéo, filtracdo ou uso
de nuclease) (GE et al. 2012; ZHENG et al. 2018; FILHO et al. 2019). Os viromas das
diferentes amostras analisadas, incluiam varias familias de virus de RNA, como esperado,
uma vez que nosso estudo metagendmico foi realizado em extratos de RNA total, porém,
também foram encontrados nucleotideos de DNA virus.

O sequenciamento de alto rendimento € uma ferramenta de pesquisa, que permite
“descobrir” uma grande diversidade de novos virus, aos quais ndo podem ser identificados por
métodos tradicionais como de cultura de virus em amostras coletadas de agua, de humanos e de
animais (DELWART, 2007). Esse método, assim como aqui descrito, também foi usado com
sucesso para demostrar viromas de quirdpteros na Africa, Asia e América do Norte,
(DONALDSON et al. 2010; LI et al. 2010; GE et al. 2012; WU et al. 2012; BAKER et al.
2013).

Em similaridade com outras pesquisas (LI et al. 2010; GE et al. 2012), uma quantidade
expressiva de leituras de sequéncias virais pode ser identificada em nosso estudo. Como nosso
foco esteve direcionado a morcegos e seu envolvimento na transmisséo de doencas zoondticas,
apenas contigs de virus de mamiferos foram analisados e/ou aqueles que contibuiram para
relatar novos virus.

Assim como resultados anteriores, parte dos virus identificados, foram classificados em
familias de virus tipicos e de interesse em saude publica e medicina veterinaria, incluindo virus
classificaveis como os retrovirus e também os da familia Papillomaviridae, Flaviviridae,
Coronaviridae, Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Herperviridae e Parvoviridae, dentre
outras. Nossas analises mostraram-se alinhadas com outros estudos de metagenémica, que
identificaram sequéncias completas de papilomavirus (GE et al. 2012; WU et al. 2012),
parvovirus (LI et al. 2010; GE et al. 2012), circovirus (LIMA et al. 2015) e picornavirus (WU
et al. 2012).

Também, constatamos similaridade de resultados, obtidos em um estudo conduzido na
Franca, onde embora o numero de familias de virus, estivesse parcialmente diferentes daquelas
detectados em nossa pesquisa, e tenha sido inferior, ele incluiu muitas familias de virus que nédo

foram detectadas em nosso estudo, como Bunyaviridae e Orthomyxoviridae (DACHEUX et al.
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2014). Além disso, potenciais virus zoondticos em morcegos foram relatados em morcegos
europeus e incluiram virus das familias Astroviridae, Coronaviridae e Retroviridae (KOHL e
KURTH, 2014), que também foram detectados em nosso estudo.

Sabemos ainda, que as comparacOes diretas de nossos resultados, com outras
publicacdes podem ser varidveis, em decorréncia das diferentes fatores, como: 1- diferenca nas
espéecies e na origem geografica dos espécimes de morcegos analisados; 2- das amostras
utilizadas e das metodologias empregadas para cada estudo; como por exemplo, o tipo de
amostra (ex: guano fresco, urina, sangue ou outra amostra bioldgica); 3- dos procedimentos que
viabilizem o enriquecimento de virus (ex: tratamento com nuclease, centrifugacao e filtracao)
e 4- dos meétodos de amplificacdo e de plataformas de sequenciamento de nova geracao (DALI
etal. 2011).

Além disso, conforme relatado anteriormente, os potenciais virus zoon6ticos em
morcegos europeus incluem virus das familias Adenoviridae, Astroviridae, Coronaviridae,
Herpesviridae, Reoviridae e Retroviridae (SONNTAG et al. 2009; KOHL et al. 2012;
DACHEUX et al. 2014; KOHL et al. 2014), que também foram detectados nos quirdpteros da
regido que conduzimos o estudo.

Sabemos ainda, que 0s morcegos sao 0s Unicos mamiferos capazes de voar ativamente,
0 que lhes permite atravessar barreiras fisicas e se adaptar em paisagens de grande
heterogeneidade ambiental, tais como areas urbanas conectadas por ambientes seminaturais
como parques, pracgas, quintais e jardins, o que pode formar um potencial elo de transmissao
viral entre varias espécies de animais, selvagens e domésticos (HAYWARD e TACHEDJIAN,
2021). Tal assertiva pode amparar 0s registros virais na diversidade das amostras de morcegos
gue analisamos, uma vez que, 0S morcegos sdo particularmente susceptiveis a receber virus de
outros mamiferos (HAYWARD et al. 2015).

Retrovirus

Sabe-se que a infeccdo de células germinativas pode levar a transmissdo vertical de
retrovirus de pais para filhos na forma de alelos Mendelianos. Esses provirus, agora integrados,
sdo conhecidos como retrovirus enddgenos (ERVs) (WEISS, 2006; GIFFORD et al. 2008) e
podem ocorrer em formas expressas ou silenciosas, e como genomas completos ou parciais
(defeituosos) em varias espécies de mamiferos.

Os ERVs podem influenciar a evolucdo do hospedeiro, seja por meio de rearranjos
genémicos (HUGHES e COFFIN, 2001) ou por meio da regulacéo da expressao génica (JERN
e COFFIN, 2008). Filho et al. (2019), registrou os retrovirus Desmodus rotundus endogenous

retrovirus (DrERV) em amostras de tecido cerebral de morcegos hematdfagos (Desmodus
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rotundus) obtidos na floresta amazbnica. Em nossa analise, diversos retrovirus foram
abundantes nas amostras analisadas.

Retrovirus infecciosos, também chamados de Exo-retrovirus (XRV) circulantes em
morcegos foram relatados apenas recentemente (HAYWARD et al. 2020). Esse achado é de
fato relevante, dado que os retrovirus modernos sdo conhecidos por infectar uma ampla gama
de vertebrados e que os morcegos (ordem Chiroptera) representam coletivamente mais de 20%
de todas as espécies de mamiferos (TEELING et al. 2018).

Os retrovirus (REVs) também foram detectados por Yuan et al. (2014), onde esses virus
foram comumente encontrados em morcegos Rousettus leschenaultii, e a analise filogenética
demostrada nessa pesquisa, sugeriu que 0s morcegos podem ser vetores adequados para a
transmisséo de retrovirus (CHUA et al. 2007; GIFFORD et al. 2008).

De acordo com estudos anteriores em transcriptoma de sete espécies de morcego
(Rhinolophus ferrumequinum, R. pusillus, R. pearsoni, R. megaphyllus, R. affinis, Myotis
ricketti e Pteropus alecto), o registro de Gammaretrovirus que exibem um padrao filogenético
consistente, cogitou a possibilidade de que os Gammaretrovirus existentes em mamiferos,
podem ter sido originado de morcegos (CUI et al., 2012). Todavia, os contigs gerados nos
morcegos amostrados em Santarém-PA, para esses retrovirus, por apresentarem poucas pares
de base, impossibilitou que os mesmos fossem submetidos as anélises filogenéticas para que
essa teoria precise claramente ser verificada em nosso estudo, e para que pudessemos definir se
nosso achado pode ser devido a integracdo de material gendmico retroviral nos genomas do
quirdpteros, ao invés de uma indicacgdo de infeccdo viral.

Os retrovirus mais recentemente associados a doencas humanas sdo 0s
Betaretrovirus. A regulacdo positiva de produtos génicos derivados do grupo de Retrovirus-K
enddgeno humano (HERV-K) de Betaretrovirus tem sido associada ocorréncia de canceres,
como o0s de mama, ovarios e préstata, juntamente com outras doencas significativas em
humanos (SUBRAMANIAN et al. 2011).

O género Betaretrovirus consiste nos grupos Tipo B e Tipo D de retrovirus exdgenos e
enddgenos e no grupo HERV-K de retrovirus enddgenos. Entre os membros exdgenos
infecciosos do género estdo o Virus do tumor mamario de camundongo tipo B (MMTV), o
Retrovirus de ovelha Jaagsiekte do tipo D (JSRV), que causa carcinoma pulmonar em ovelhas,
e o0 Virus de macaco Mason-Pfizer Tipo D (MPMV), que causa definhamento e
imunossupressao em macacos Rhesus recém-nascidos (WOOTTON et al. 2005; CADIEUX et
al. 2009). Neste estudo, relatamos uma série de BERVs, inclusive contigs de MPMV em

diferentes amostras sequenciadas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7346494/#r7

63

Relatamos aqui, sequéncias relacionadas a Gammaretrovirus de morcego em todas
espécies estudas (M. molossus, A. lituratus, Myotis sp., N. leporinus e N. albiventris). Os
Gammaretrovirus também foram detectados anteriormente em 10 outras espécies de morcegos,
na China, Australia e em Gana (BAKER et al. 2013; CUI et al. 2012; CUI et al. 2012).

E importante ressaltar que os REVs fornecem uma oportunidade Gnica para estudar a
historia evolutiva dessa familia de virus, pois eles sdo essencialmente "fdosseis” genéticos de
infeccdes retrovirais anteriores (STOYE 2012). Como tal, sua existéncia serve como uma
indicacdo da gama potencial de hospedeiros de uma dada linhagem retroviral e pode ser
interpretada como evidéncia da possivel existéncia de retrovirus exdgenos que ainda ndo foram
isolados. De fato, estudos anteriores relataram uma série de betaretrovirus endoégenos (BERVs)
em espécies para as quais nenhum Betaretrovirus exdgeno foi ainda identificado. Isso inclui
espécies de mamiferos tdo diversas quanto primatas, cavalos, ratos, Iémures e um marsupial
australiano (BAILLIE et al. 2004, VAN der KUYL, 2011).

Acrescentamos ainda que, embora existam muitas sequéncias de retrovirus de morcego
depositadas a partir de estudos metagegébmicos, nem sempre esta claro se essas sequéncias sdo
derivadas de um ERV ou de um XRV devido aos desafios de distin¢do entre os dois. Isso porque
a integracdo do DNA retroviral no genoma do hospedeiro é um aspecto padrdo do ciclo de
replicacéo retroviral, o que significa que tanto 0 DNA de ERV quanto o de XRV podem ser
detectados em amostras de hospedeiros individuais (HAYWARD e TACHEDJIAN, 2021).
Assim, nosso estudo registrou e classificou as sequéncias dos diferentes retrovirus detectadas
na quiropterofauna da regido de Santarém-PA, e por causa da dificuldade em distinguir entre
ERVs e XRVs, ndo definimos de fato conclusivamente que elas seriam de ERV ou XRV.

Parvovirus

A familia Parvoviridae foi originalmente dividida em duas subfamilias de virus que
infectam hospedeiros invertebrados (Densovirinae) ou vertebrados (Parvovirinae), e essas
subfamilias foram entdo divididas em géneros com base em sua organizacdo gendmica e
identidade de aminoacidos (aa) das proteinas virais (COTMORE e TATTERSALL et al. 2014).

De acordo com o ICTV, a subfamilia Hamaparvovirinae inclui cinco géneros, onde 0s
Chaphamaparvovirus, incluem os chapparvovirus anteriormente ndo classificados. Esta
subfamilia é caracterizada por uma media de 30% de amino&cidos com identidade para proteina
NS1, e todas as espécies carecem do dominio da fosfolipase A2 conservada na proteina viral de
superficie (VP) (PENZES et al. 2020).

Grande parte das pesquisas de metagendmica de morcegos usam fezes como amostra.

NoOs utilizamos diferentes amostras biologicas, inclusive sangue. Um estudo conduzido por
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Canuti et al. (2011), com amostras sanguineas de duas espécies de morcegos, mostraram uma
prevaléncia relativamente baixa de parvovirus em morcegos da Africa Ocidental e América
Central. J& em nosso estudo, obtivemos em pools de sangue, leituras montadas de Parvovirus
de morcegos e de outras espécies de mamiferos.

Varios outros Parvovirus foram detectados e pertencentes aos géneros Bocaparvovirus,
Dependoparvovirus, Protoparvovirus e Tetraparvovirus, com sequéncias gendmicas
disponiveis em morcegos (CANUTI et al. 2011; WU et al. 2011; HE et al. 2013; SASAKI et
al. 2016; LAU et al. 2017). No Brasil, Parvovirus foram sequenciados em pools de swab anal
e orofaringeos de A. lituratus coletados na regido su do pais (FINOKETTI et al. 2019).

Os Chaphamaparvovirus, conhecidos anteriormente como Chapparvoviruse, € um
género cujos membros foram identificados em numerosos animais vertebrados, incluindo ratos
e camundongos, morcegos, macacos rhesus, cées, porcos e diabos da Tasméania, bem como
passaros e peixes (LI et al. 2020). Em nosso estudo, obtivemos um genoma quase completo de
um CHPV, onde apos a analise filogenética se mostrou préximo a trés parentes, detectados em

morcegos anteriormente relatados, inclusive em D. rotundus no Brasil (SOUZA et al. 2017).

Coronavirus

A descoberta de virus tem sido tradicionalmente motivo de estudos gendmicos em
morcegos. Em nossa pesquisa, detectamos sequencias tipo Coronavirus, incluindo aqueles
associados as sindromes respiratorias. Essas sequéncias de CoVs pertencem apenas aos
betacoronavirus. Nossos achados alinharam-se aos resultados de estudos anteriores em outras
localizagBes geograficas (KOHL e KURT, 2014, HAN et al. 2017, FAN et al. 2019, KIVISTO
etal. 2020). E embora a recente doenca pandémica tenha sido ocasionada por um CoV (SARS-
CoV-2) (ZHOU et al. 2020), e esse virus ndo tenha sido identificada em nenhuma espécie de
morcego, varios coronavirus intimamente relacionados & SARS foram encontrados em
morcegos Rhinolophus affinis, com 96% de identidade do genoma (BONI et al. 2020). Outros
coronavirus também foram identificados em Molossus rufus, M. molossus, A. lituratus e A.
planirostris (23,1% cada) (BITTAR et al. 2020).

Sabemos que um estudo realizado por Wacharapluesadee et al. (2021), forneceu
evidéncias moleculares e sorologicas que indicaram que SC2r-CoVs estdo em circulagédo em
morcegos no sudeste da Asia. Embora na pesquisa, o local de amostragem (apenas na Tailandia)
e 0 tamanho da amostra fossem limitados, os resultados demonstraram que os CoVs com alto
grau de parentesco genético com 0 SARS-CoV-2 estdo amplamente presentes em morcegos em
muitas nacgdes e regides da Asia. Desta maneira, enfatizamos novamente que os contigs

montados para os CoVs assosiados a SARS, por mais que tenham apresentado identidade de
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100% para a ORFlab de SARS-CoV-2, precisariamos de fragmentos maiores de aminoacidos
para uma analise mais robusta, caso contrario, assumimos a possibilidade das leituras obtidas

nas amostras, serem de outros CoVs circulantes nos morcegos da regiéo.

Adenovirus

As infecgdes por Adenovirus (AdV) quase sempre sdo assintomaticas ou resultam em
doencas com sintomatologia leve. Porém, em cées, infecgdes pelo adenovirus canino 1 (CAdV-
1) pode causar hepatite ou doengaa respiratéria (CAdV-2) (WONG et al. 2017). Jaem humanos,
a adenovirose causa disturbios respiratorios (LEWIS et al. 2009), conjuntivite (WALSH et al.
2009), hepatite (SAAD et al. 1997), miocardite (Treacy et al. 2010) e gastroenterite (Jones et
al. 2007). Apesar do HAdV-C estar relacionado com infeccdes do trato respiratério, ele pode
ser detectado nas fezes, provavelmente pela ingestdo de secrecfes do trato respiratério, uma
vez que eles ndo replicam no trato gastroinstestinal (LENAERTS et al. 2008). Dessa forma, em
nosso estudo, detectamos AdV em swabs oral e anal, reforcando o potencial de transmisséo
desses virus via ingestdo oral ou de aerosséis de material fecal de morcegos (BENKO et al.
2014).

Identificamos o material genético de uma variedade de Adenovirus, que também
puderam ser detectados em morcegos na Italia, Alemanha, China, Hungria e aqui no Brasil
(SONNTAG et al. 2009, JANOSKA et al. 2011, HAN et al. 2017, OGAWA et al. 2017,
VIDOVSZKY etal. 2015, DIAKOUDI et al. 2019, FINOKETT]I et al. 2019). Estudos apontam
que o género Mastadenovirus infecte apenas mamiferos, incluindo humanos, no entanto, a
transmissdo entre espécies foi observada com adenovirus, e a circulacdo entre diferentes
espécies animais e a transmissdo de animais para humanos é possivel (DAVISON et al. 2003,
DIAKOUDI et al. 2019).

Curiosamente, os contigs AdV identificados em nossa pesquisa, representam mais genes
gue compartilharam identidade de sequéncia de aminoacidos com adenovirus humanos, bovino,
cdes e outros mamiferos, do que de AdVs de morcego relatados anteriormente. Isso pode indicar
a possivel evolucdo de novas cepas virais. Porém, devido os tamanhos limitados e nimeros de
fragmentos gerados pelo sequenciamento Illumina, precisariamos adotar ensaios convencionais
de PCR para gerar sequéncias mais longas e abundantes para uma andlise filogenética de
qualidade (DREXLER et al. 2012; BAKER et al. 2013).

Em resumo, o conhecimento sobre a diversidade de AdV abrigados em morcegos,
mostra que os resultados obtidos em nossa analise nos d&do novos insights sobre a o papel dos

morcegos como reservatorios, bem como o papel dos quirdpteros na co-evolugédo deses AdVs,
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uma vez que o comportamento de poleiro, pode desempenhar uma estratégia importante na

epidemiologia e na evolucao desses virus (NTUMVI et al. 2021).

Papilomavirus

Os papilomavirus (PVs) infectam a pele e a mucosa dos mamiferos, mas também foram
encontrados em passaros, tartarugas e cobras e provavelmente infectam todos os amniotas
(BRAVO et al. 2010). A maioria dos PVs foram isolados de humanos e recentemente, muitos
grupos de pesquisadores, identificaram com sucesso, PVs com alta especificidade de
hospedeiro em outras espécies, incluindo os morcegos (TSE et al. 2012; GARCIA-PEREZ et
al. 2014, SALMIER et al. 2017), entretanto, os relatos de PVs em morcegos do Brasil sdo
escassos, 0 que faz de nossos achados, uma ampliacdo de registros de PVs em morcegos no
pais.

Sobre o0s PVs, sabe-se que a proteina L1 ORF, proteina identificada nos morcegos dos
pools das diferentes amostras submetidas a metagenémica em nossa pesquisa, € caracterizada
como a regido mais conservada no genoma PVs e é utilizada como critério de classificacao
taxonémicos para os diferentes géneros de PV a partir do percentual de compartilhamento de
identidade da sequéncia de nucleotideos em toda a L1 ORF (DE VILLIERS et al. 2004) e do
status taxonémico dos tipos, subtipos e variantes de PV, baseado no critério convencional de
que a sequéncia de seus genes para L1.

Como obtivemos percentuais variados de identidade de papilomavirus que
compartilharam similaridade para o gene que codifica a proteina L1 ORF de diferentes espécies
de mamiferos, e mesmo que ndo tenhamos obtido sequéncias maiores para montagem de
genomas e uma analise filogenética mais robusta, 0s nossos resultados mostram que a teoria
dominante de que os PVs sdo altamente especificos da espécie e co-evoluem com seu
hospedeiro, pode conter excegdes, como descreveram ZHENG et al. (2018). Observamos ainda
que proteina putativa E — presente em outros PVs de morcego filogeneticamente intimamente
relacionados (TSE et al. 2012; BACER, 2013), estavam presentes em alguns contigs montados
de PVs dos morcegos estudados.

Papilomavirus foram detectados em morcegos de espécies distintas em estudos de
metagendmica com amostras oronasais (WU et al. 2012, GARCIA-PEREZ et al. 2014, WANG
et al. 2015). A variedade de contigs de PVs de outras espécies de mamiferos identificadas nas
amostras sequenciadas em nosso estudo pode estar diretamente associada a alta diversidade
gendmica desses virus e as caracteristicas ecologicas dos morcegos, que podem intensificar a
disseminagédo desses virus e aumentar as chances de transmissao interespécies (FINOKETTI et
al. 2019).
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Picornavirus

A familia Picornaviridae consiste em cerca de 80 espécies de virus agrupadas em 35
géneros, e destes, sdo conhecidos varios patdogenos humanos e animais que causam doencas
com sintomas que vao desde doenca febril leve até doencas graves do coracdo, figado ou mesmo
do sistema nervoso central (YU et al. 2013).

Os picornavirus (PiVs) descobertos em morcego (BtPVs) estdo associados aos géneros
Mischivirus, Hepatovirus, Crohivirus, Kunsagivirus, Kobuvirus e Shanbavirus ou permanecem
sem atribuigdo (ZELL et al. 2017, KING et al. 2018). Em nosso estudo, identificamos alguns
destes géneros

Notavelmente, a deteccdo de PiVs nas espécies de morcegos estudadas foi expessiva,
com uma diversidade de sequéncias correspondentes a outras espécies de PiVs, como bovinos,
aves e canideos, além daqueles identificados em quirépteros. Os PiVs também foram
identificados em diferentes espécies de morcegos, com diferentes taxas de deteccdo como
verificados nos estudos de Li et al. (2010), Kemenesi et al. (2014) e Yinda et al. (2017) com
morcegos frugivoros. Outro estudo sobre o viroma de guano de morcego nos Estados Unidos
identificou sequéncias virais pertencentes a diversas familias, incluindo Picornaviridae (LI et
al. 2010).

Ressaltamos ainda, que a diversidade de leituras para PiVs identificadas em nosso
estudo, pode estar diretamente associado a outros hospedeiros eucariotas da dieta dos morcegos
ou a localizacdo geogréafica destes (ZEGHBIB et al. 2019), uma vez que as 0S quiropteros
estudados, tinham habitos alimentares distintos (frugivoro, insetivoro e piscivoro) e foram
obtidas em diferentes localizagdes.

Assim, registros recentes tém mostrado que os PiVs previamente ndo reconhecidos,
estdo presentes em morcegos, e vem sendo descobertos em diversos estudos metagendmicos
(LAU etal. 2011; KEMENESI et al. 2015; YINDA et al. 2017). Portanto, as sequéncias obtidas
de PiVs em nosso estudo, embora saibamos que seja necessaria uma caracterizagdo molecular
adicional para andlises filogenéticas, contribuem como registros desses virus em morcegos da
pesquisa e podem fornecer informagdes para compreender os potenciais fatores de surgimento

de doenca causadas por PiVs na regido de estudo.

Anellovirus,  Astrovirus, Bornaviridae, Circovirirus, Genomovirus, Herpesvirus,
Paramyxovirus, Picobirnavirus, Polyomavirus e Rabdovirus.

Esta analise metagendmica revelou ainda, sequéncias que tiveram baixo registro de
material genético para virus de dez familias virais diferentes. E apesar de obtermos poucas

sequéncias, a diversidades de contigs virais obtidas sdo comparaveis a virus de importancia e
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salde publica e veterinaria, como ja mencionado anteriormente. Achamos que a baixa
frequéncia pode estar associada a diversos fatores como os diferentes tipos de amostras,
tamanhos de amostras, espécies de morcegos, estratégias de agrupamento e condigdes
fisiologicas e imunoldgicas dos animais capturados.

Muitos estudos tém associado diversas enfermidades aos Anellovirus, incluindo
hepatite, esclerose multipla, carcinomas hepatocelulares, infec¢bes respiratérias, disturbios
sanguineos e doencas autoimunes (MANCUSO et al. 2013; SPANDOLE et al. 2015;
MASOURIDI-LEVRAT et al. 2016; TYSCHIK et al. 2017). Esses virus tém sido identificados
em diversos mamiferos, como primatas, caes, gatos, porcos, roedores, morcegos e focas
(OKAMOTO, 2009; CIBULSKI et al. 2014;; NG et al. 2011; NISHIYAMA et al. 2014; SHI
et al. 2015; HRAZDILOVA et al. 2016).

No Brasil, entre os varios virus de RNA e DNA detectados em morcegos Tadarida
brasiliensis, um novo Anellovirus foi identificado, sendo considerado a primeira descri¢cdo
desse virus em morcegos (CIBULSKI et al. 2014). Somando-se ainda as descobertas de
Anellovirus em morcegos, Souza et al. (2018), também detectaram duas novas espécies de
Anellovirus em Carollia perspicillata e Desmodus rotundus. Em nosso estudo, todas as
sequéncias para este virus apresentaram identidades para Anellovirus de outras espécies de
vertebrados, mostrando assim, a necessidade de estudos adicionais para entender a dindmica de
transmissdo na natureza desses virus, e a caracterizacdo abrangente de seus hospedeiros na
regido de nossa pesquisa.

Os Astrovirus (AstVs) sdo patdégenos comuns de animais e humanos que causam
doencgas gastrointestinais, principalmente gastroenterite e diarreia. Eles provocam problemas
de saude significativos em recém-nascidos e criangas pequenas e perdas econémicas no setor
avicola (DUFKOVA et al. 2015). Sobre os reservatorios dos AstVs, 0s morcegos sdo altamente
permissivos a infeccdo por AstVs, podendo transportar tanto AstVs restritos ao hospedeiro
qguanto cepas mais diversas intimamente relacionadas a outros membros do género
Mamastrovirus, como raposa, murino, ovino, vison e humano AstVs e até astrovirus aviarios
do género Avastrovirus (LACROIX et al. 2017).

O RNA de diversos AstVs foi detectado em amostras de col6nias de morcegos na China,
por Zhu et al. (2009). Esses mesmos pesquisadores detectaram varias cepas desses virus dentro
de um poleiro em uma Unica caverna. Em nossa pesquisa, identificamos apenas uma sequéncia
de AstVs intimamente relacionado ao AstVs detectado em canideos, 0 que sugere que 0S
morcegos podem desempenhar um papel fundamental para a diversidade de Astrovirus e na

transmissao interespécies.
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Durante o estudo, observamos também, que muitos virus identificados em morcegos,
sdo virus emergentes e que representam virus RNA da ordem Mononegavirales. Nesta ordem,
a familia de virus Bornaviridae vem crescendo notavelmente nos dltimos anos devido a
descoberta de varias novas espécies e géneros. A partir de 2019, a taxonomia denominou trés
géneros dessa familia: Carbovirus, Cultervirus e Orthobornavirus (AMARASINGHE et al.
2019). Destes, géneros, duas espécies, Ortobornavirus de mamifero 1 e Ortobornavirus de
mamifero 2 , sdo conhecidas por afetar mamiferos, sendo o BoDV-1 bem conhecido por causar
doenga neurolodgica grave e fatal de Borna em uma variedade de mamiferos, principalmente
cavalos e ovelhas e recentemente, 0 BoDV-1 foi identificado como agente causal em casos
fatais de encefalite humana (KORN et al. 2018; LIV et al. 2022).

Em estudos anteriores, Elementos enddgenos do tipo Bornavirus (EBL) foram
detectados no genoma de varias espécies de morcegos (CUI e WANG, 2015; MUKAII et al.
2018). Esses EBL sédo sequéncias de DNA em genomas de morcegos que exibem identidades
de sequéncia consideraveis para genes bornavirais atuais em nivel de aminoacidos de cerca de
30 a 50% (BELYI et al. 2010]. Em algumas espécies de morcegos, a transcricdo de EBL
semelhante 8 RNA-polimerase dependente de RNA bornaviral foi relatada (HORIE et al. 2016).

A anélise BLASTx mostrou que o contig montado nas amostras de swab oral de Bat
bornavirus em nossa pesquisa, correspondiam a regido da polimerase viral. Contudo, por ser
uma sequéncia curta (137 nt), apenas registramos e ndo realizamos a analise filogenética, para
saber se a mesma seria idéntica ou semelhante as sequéncias relacionadas ao Bornavirus
descoberta no genoma de outros quirépteros, como por exemplo o de Myotis lucifugus
(DACHEUX et al. 2014). Portanto, sugerimos que a sequéncia aqui identificada, possa ser
enddgena, uma vez que sequéncias enddgenas relacionadas a Bornavirus podem ser expressas
como mRNAs em outros modelos de vertebrados (HORIE et al. 2010) e ja haviam sido
identificadas em outros estudos de viroma de quirépteros, como mencionamos anteriormente.

Alguns Circovirus (CVs) tiveram leituras virais registradas nos morcegos aqui
estudados. Os CVs sdo os principais patdgenos de suinos, por exemplo, Circovirus suino 2
(PCV2) que causa infeccBes assintométicas ou doenca claramente aparente que pode ser
responsavel por perdas econémicas significativas (FIRTH et al. 2009; GRAU-ROMA et al.
2011). Em aves, circovirus aviarios, dentro do género Gyrovirus, foram identificados em uma
ampla gama de espécies aviarias; um deles, o Virus da anemia das galinhas (CAV), é uma das
principais causas de doenca, associada a deplecéo linfoide, imunossupressao e anormalidades
do desenvolvimento (STEWART et al. 2006).

Comparando em detalhes as sequéncias virais de nossa pesquisa com 0s outros viromas

de morcegos publicados, apesar das baixas frequéncias, obtivemos contigs amostrais de CVs,
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incluindo aqueles registrados em quirdpteros. Quando buscamos registros destes virus,
observamos que outros circovirus ja foram descritos anteriormente, em amostras fecais de
humano e de tecido muscular de bovinos e galinhas, em fezes de chimpanzés selvagens (LI et
al. 2010), e também e amostras de fezes de morcego da California (LI et al. 2010) e de fluido
respiratdrio de T. brasiliensis (LIMA et al. 2015). Nossos achados indicam que 0s CVs podem
de fato infectar morcegos, e que também possam ser considerados como potenciais
reservatorios e dispersores desse género viral.

Ainda dentre os virus com genoma circular identificados no sequenciamento, montamos
um contig em amostras de sangue e swab oral, para um Genomovirus, que teve identidade para
Canine feces-associated gemycircularvirus. Virus da familia Genomoviridae também foram
identificados em fezes e saliva de morcegos dos géneros Myotis e Pipistrellus na Suica e em
Tadarida brasiliensis na Argentina (BOLATTI et al. 2020; HARDMEIER et al. 2021).

Herpesvirus (HVs) foram descobertos em mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes e
moluscos e, até o momento, o numero de herpesvirus distintos conhecidos excede 200
(EHLERS, 2008). Em quirdpteros, os HVs também foram detectados em varios paises da
América do Sul e Asia, e em morcegos europeus, onde 0s gamas e betaherpesvirus foram
detectados por PCR (MOLNAR et al. 2008; RAZAFINDRATSIMANDRESY et al. 2009;
WIBBELT et al. 2009; WATANABE et al. 2010, WADA et al. 2018).

Similaridade sobre indicios de HVs em M. molossus que registramos, também pode ser
constatado em viroma dessa mesma espécie de morcego na Guiana Francesa (SALMIER et al.
2017). Quando observamos a sequéncia de herpesvirus identificada em pool de swab anal de
nossa pesquisa, notamos que ela estava mais intimamente relacionada ao HVs detectado em
baco da espécie de morcego Hipposideros diadema nas Filipinas (WATANABE et al. 2009).

Nosso registro sugere que a via de transmissdo fecal pode ser importante para a
transmisséo de HVs em morcegos, assim como pode ser visto em outros estudos que relataram
a deteccdo de herpesvirus esses virus em amostras de fezes, swabs anais, trato digestivo e saliva
de morcegos (WIBBELT et al. 2007; GE et al. 2011; WU et al. 2016; HU et al. 2017).

A vigilancia aprimorada de patdgenos associados a morcegos levou a descoberta de
varios novos paramixovirus (BAKER et al. 2012; WILKINSON et al. 2012; MORTLOCK et
al. 2015). Aqui, registramos sequéncia viral de um importante género da familia
Paramyxoviridae, o Morbillivirus que causa doenca com alta morbidade e mortalidade em
populacdo de cées e outros mamiferos. E assim como em nosso estudo, membros do género
Morbillivirus, conforme atualmente definido pelo ICTV, foram detectados em morcegos
vampiros neotropicais (DREXLER et al. 2012).
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Acreditamos que o registro do Canine morbillivirus mostra a necessidade de investigar
a participacdo dos morcegos como reservatorios desse Paramyxovirus, e mesmo com apenas
uma leitura sequenciada, sabemos que as propriedades Unicas entre os mamiferos em termos de
grandes tamanhos de grupos sociais, interacdo social intensa e altas densidades populacionais,
0s estudos mais criterioso dos quirdpteros podem fornecer dados epidemiol6gicos mais precisos
sobre a cadeia da doenca, induzida por este virus, na populacéo canina da regido.

Além dos virus ja mencionados, indicios de Picobirnavirirus com identidade para
diferentes espécies de mamiferos e Polyomavirus (PyVs) associado a morcegos e humanos
foram mineradas nos pools das espécies de morcegos da regido de Santarém. Leituras de
Picobirnavirus também foram identificadas em morcegos frugivoros das espécies Eidolon
helvum e Epomophorus gambinus em Camardes (YINDA et al. 2018). Da mesma maneira, 0S
PyVs, tanto o Alphapolyomaviruse quanto o Betapoliomavirus também foram detectados em
morcegos-ferradura (género Rhinolophus) na Europa (VIDOVSZKY et al. 2020).

Por fim, assim como registramos, sequéncias da familia Rabdoviridae foram detectadas
anteriormente em morcegos Myotis daubentonii na Suica, embora em baixa prevaléncia
(0,36%) (MEGALI et al. 2010). Os rabdovirus, especialmente os virus do género Lyssavirus, sao
zoonoses. Na Europa, varios lyssaviruses foram detectados em morcegos, incluindo o europeu
Lyssavirus 1 e 2 (EBLV-1/2) (KOHL et al. 2014). No Brasil, muitos estudos tém demostrado a
presenca do virus da raiva em diferentes amostras biologicas de diferentes espécies de morcegos
(CIFUENTES et al. 2017; FINOKETT]I, 2018; ABREU e RODRIGUES, 2022)
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6 — CONCLUSOES

Este estudo é o primeiro a explorar o viroma de diferentes amostras biologicas obtidas
de 5 espeécies de morcegos da Amazonia: N. albiventris, N. leporinus, A. lituratus, Myotis sp. e
M. molossus, e forneceu informagdes importantes sobre a diversidade viral dessas espécies,
registrando dezesseis familias virais que apresentam virus classificados e de interesse tanto em
salde publica, como veterinaria, sendo alguns leituras associadas a virus que causam doencas
fatais em seus hospedeiro.

Todas as amostras bioldgicas foram promissoras para o estudo metagenémico viral nos
morcegos estudados e, entendemos também que apesar de algumas limitaces sobre esta
metodologia, em especial pelos tamanhos das sequéncias geradas, nossos achados mostram que
é interessante estudar a dindmica viral em morcego da regido amazonica e monitora-los em
futuras pesquisas de longo prazo, afim de entender se a variagdo e diversidade viral, observada
nas espécies de quiropteros, mostrard se esses mamiferos podem ser reservatérios ou meros
hospedeiros acidentais.

A alta diversidade de virus nos morcegos, aqui registrada, pode ser resultado das
interacdes intra-espécies de quirdpteros e seus habitos alimentares, e também, das pressdes
ambientais que esses mamiferos vém sofrendo ao longo dos tempos.

Algumas descobertas mais interessantes neste estudo foram as presencgas de genomas
quase completo do Retrovirus causador da Anemia Infecciosa Equina em M. molossus. E ainda,
nessa mesma espéecie, também obtivemos uma nova espécie de Chaphamaparvovirus e
genomas completos de novos Totivirus.

E por fim, mostramos que alguns dos virus que tiveram leiruras sequenciadas sdo
particularmente interessantes, pois estdo filogeneticamente e intimamente relacionados a virus
gue podem causar doencas em humanos e animais o que mostra que no futuro, precisaremos
considerar os desafios envolvidos em desvendar o papel dos morcegos e seus virus, na regiao
estudada e propdr a vigilancia continua dessses quirdpteros para a presenca de novas estirpes
virais e investigacdes subsequentes das caracteristicas biolégicas e potencial infeccioso de tais
virus, facilitando portanto, uma abordagem proativa no caso de um transbordamento zoonético

envolvendo a diversidade viral identificadas nas espécies de morcego estudadas.
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A) Certificado da Comissdo de Etica no uso de Animais da Universidade Federal do Oeste do
Para (CEUA/UFOPA) com o N° 0220220128.

Universidade Federal do Oeste do Para CE UA
4

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS &\

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo N2 0220220128, intitulado ECOVIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA MOLECULAR E METAGENOMICA VIRAL EM
MORCEGOS DE AMBIENTES URBANOS DA

AMAZONIA., sob a responsabilidade de Luis Reginaldo Ribeiro
Rodrigues, estd de acordo com o0s Principios éticos na Experimentacao
Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle deExperimentacéao
Animal (CONCEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol N2 0220220128, entitled "ECOVIGILANCIA
EPIDEMIOLOGICA MOLECULAR E METAGENOMICA VIRAL EM
MORCEGOS DE AMBIENTES URBANOS DA AMAZONIA.", is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA).
This project was approved by the institutional Commission for Ethics inthe
Use of Animals of Universidade Federal do Oeste do Para.

Santarém-PA, 01/06/2022

Prof2. Dra. Adriana Caroprezo Morini
Presidente

Verificar a autenticidade do certificado em http://ufopa.edu.br/ceua/validar-certificado
01/06/2022 12:10


http://ufopa.edu.br/ceua/validar-certificado
http://ufopa.edu.br/ceua/validar-certificado
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B) Aurorizacdo do Sistema de Autorizagéo e Informacgéo em Biodiversidade (SISBIO — 18313-

1).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

L.

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

NOmero: 18313-1 Data da Emissé&o: 05/02/2009 19:09
Dados do titular
Registro no Ibama: 1902127 Nome: luis reginaldo ribeiro rodrigues CPF: 391.501.272-68
Nome da Instituic&o : UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA CNPJ: 34.621.748/0001-23

Observacgdes, ressalvas e condicionantes

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
A licenca permanente ndo é valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameacadas de extingao; b) manutengao de

2 espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e d) realizagéo fie pesquisa em unidade de conserva(;ao'federal
ou em caverna. A restrigdo prevista no item d néo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecolégico e Area de
Protecédo Ambiental constituidas por terras privadas.

3 O pesquisador titular da licenga permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedigdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicéo, que constardo no comprovante de registro de expedicéo para eventual apresentacéo a fiscalizagéo;

A Esta licenga permanente ndo exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade.

5 Esta licenca permanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizacéo de atividades inerentes ao processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos.

6 Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugdo Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7 | O pesquisador titular da licenca permanente serd responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O 6rgao gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizagées concedidas pelo Ibama,
estabelecer outras condi¢des para a realizacéo de pesquisa nessas unidades de conservagéo.
O titular de licenga ou autorizag@o e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esfor¢o de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condic&o in situ.

10 O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias ap6s o aniversario de
emissédo da licenga permanente.
O titular de autorizagdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacao vigente, ou quando da inadequacéo,

11 | omisséo ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedi¢&o do ato, podera, mediante decisédo motivada, ter a autorizagéo ou licenca
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material biol6gico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

12 A licenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituic&o cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitagéo.
Este documento néo dispensa o cumprimento da legislacéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccéo e desenvolvimento tecnoldgico.

14 As atividades contempladas nesta autorizacdo NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameacadas de extin¢do, sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotacéo.

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico Taxon(s)

1 | ORDEM Chiroptera

2

Destino do material bioldgico coletado

# Nome local destino Tipo Destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA colegao

2 [ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA colegao

Este documento (Licenca permanente para coleta de material zool6gico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. Através

do caédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacdo: 34914283 [T

| Pagina 1/2 |
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C) Planilha de Identificacdo das amostras em campo. a) Amostras de sangue e swabs oral

e anal;

ESPECIE

1- Molossus molossus
2- Molossus molossus
3- Molossus molossus
4- Molossus molossus
4- Molossus molossus
6 -Molossus molossus
7- Molossus molossus
8- Molossus molossus
9- Molossus molossus
10- Molossus molossus
11 - Artibeus lituratus
12 - Artibeus lituratus
13 - Artibeus lituratus
14 - Artibeus lituratus
15 - Artibeus lituratus
16 - Myotis sp.

17 - Myotis sp.

18 - Myotis sp.

19- Myotis sp.

20- Myotis sp.

21- Molossus molossus
22- Molossus molossus
23- Molossus molossus
24- Molossus molossus
25- Molossus molossus
26- Noctilio albiventris
26- Noctilio albiventris
28 - Noctilio albiventris
29- Noctilio albiventris
30- Noctilio albiventris
31- Noctilio albiventris
32- Noctilio albiventris
33 - Noctilio leporinus
34- Noctilio albiventris
35- Noctilio albiventris
36- Molossus molossus
37- Molossus molossus
37- Molossus molossus
39- Molossus molossus
40- Molossus molossus
41- Noctilio albiventris
42- Noctilio albiventris
43- Noctilio albiventris
44- Noctilio albiventris
45-Noctilio albiventris
46- Noctilio albiventris
47- Noctilio albiventris
48- Noctilio albiventris
49- Noctilio albiventris
50- Noctilio albiventris
51- Artibeus lituratus
52- Artibeus lituratus
53- Artibeus lituratus
54- Artibeus lituratus
55- Artibeus lituratus
56- Myotis sp.

AMOSTRAS LOCAL DE CAPTURA
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO FLORESTA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO FLORESTA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO FLORESTA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO FLORESTA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO FLORESTA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO PRAINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MARACANA
Sangue, swab oral, swab anal UFOPA - TAPAJOS - SALE
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO CARANAZAL
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MATINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO MATINHA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal BAIRRO ALDEIA
Sangue, swab oral, swab anal SAO BRAZ
Sangue, swab oral, swab anal SAO BRAZ
Sangue, swab oral, swab anal MARARU
Sangue, swab oral, swab anal MARARU
Sangue, swab oral, swab anal MARARQ
Sangue, swab oral, swab anal MARARU

IDADE
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Jovem
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Jovem
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

SEXO
- 2,4173436, - 54,7422361
- 2,4173436, - 54,7422362
- 2,4173436, - 54,7422363
- 2,4173436, - 54,7422364
- 2,4173436, - 54,7422365
- 2,4173436, - 54,7422366
- 2,4173436, - 54,7422367
- 2,4173436, - 54,7422368
- 2,4173436, - 54,7422369
S 2,457055° W 54,715681°
S 2,457055° W 54,715681°
S 2,457055° W 54,715681 °
S 2,457055° W 54,715681°
S 2,457055° W 54,715681°
- 2,4262355, - 54,6971351
- 2,4262355, - 54,6971352
- 2,4262355, - 54,6971353
- 2,4262355, - 54,6971354
- 2,4262355, - 54,6971351
- 2,4262355, - 54,6971352
- 2,4262355, - 54,6971353
- 2,4262355, - 54,6971354
- 2,4262355, - 54,6971355
- 2,4262355, - 54,6971356
- 2,4262355, - 54,6971357
-2,4383274, -54,7465779
-2,4383274, -54,7465780
-2,4383274, -54,7465781
-2,4383274, -54,7465782
-2,4383274, -54,7465783
-2,4383274, -54,7465784
-2,4383274, -54,7465785
- 2,4173436, - 54,7422362
- 2,4273440, - 54,7272861
- 2,4273440, - 54,7272862
- 2,4273440, - 54,7272863
- 2,4273440, - 54,7272864
- 2,4273440, - 54,7272865
- 2,4273440, - 54,7272866
- 2,4273440, - 54,7272867
- 2,4273440, - 54,7272868
- 2,4273440, - 54,7272869
227" 49.4"S 54° 44' 03.6"W
227 49.4"S 54° 44' 03.6"W
-2,4224838, - 54,7189351
-2,4224838, - 54,7189352
-2,4224838, - 54,7189353
-2,4224838, - 54,7189354
-2,4224838, - 54,7189355
-2,4224838, - 54,7189356
- 25093926, -54,8116470
- 25093926, -54,8116470
$2,503650° W 54,686654 °
$2,503650° W 54,686654 °
S 2,503650° W 54,686654 °
$2,503650° W 54,686654 °

TTTTMZIZTZIZIZIZIZIZIZZEITMNZTZIZILZLZZ2ZIMZTZIZIZZZ2Z2Z2ZIZIZIZIMZILZLZLZIZIMEINZIZIZITMNZINZILZILZE2XR

COORDENADA GEOGRAFICA INFORMAGOES DOS LOCAIS DE CAPTURA

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

AREA DE ARVORES FRUTIFERAS

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

PROXIMO AO FORRO

LOCAL COM MUITA ARVORE FRUTIFERA E MATA
LOCAL COM MUITA ARVORE FRUTIFERA E MATA
LOCAL COM MUITA ARVORE FRUTIFERA E MATA
LOCAL COM MUITA ARVORE FRUTIFERA E MATA
LOCAL COM MUITA ARVORE FRUTIFERA E MATA
LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORE E BEIRA DE RIO

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL

LOCAL COM ARVORES/FLORESTAIZOOLOGICO
LOCAL COM ARVORES/FLORESTA/ZOOLOGICO
LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

LOCAL COM ARVORES/EMPRESA

FLORESTA

FLORESTA

FLORESTA

FLORESTA

FLORESTA

FLORESTA

D) Planilha de Identificacdo das amostras em campo. a) Amostras de figado, baco, rins e

intestino.

ESPECIE

1-Molossus molossus
2-Molossus molossus
3-Molossus molossus
4-Molossus molossus
5-Molossus molossus
6-Molossus molossus
7-Molossus molossus
8-Molossus molossus
9-Molossus molossus
10-Molossus molossus
11-Molossus molossus
12-Molossus molossus
13Molossus molossus
14-Molossus molossus
15-Molossus molossus
16-Molossus molossus
17-Molossus molossus
18-Molossus molossus
19-Molossus molossus
20-Molossus molossus
21-Molossus molossus
22-Molossus molossus
23-Molossus molossus
24-Molossus molossus
25-Molossus molossus
26-Molossus molossus
27-Molossus molossus
28-Molossus molossus
29-Molossus molossus
30-Molossus molossus
31-Molossus molossus
32-Molossus molossus
33-Molossus molossus
34-Molossus molossus
35-Molossus molossus
36-Molossus molossus
37-Molossus molossus
38-Molossus molossus
39-Molossus molossus
40-Molossus molossus
41-Molossus molossus
42-Molossus molossus
43-Molossus molossus
44-Molossus molossus
45-Molossus molossus
46-Molossus molossus
47-Molossus molossus
48-Artibeus lituratus
49-Artibeus lituratus
50-Artibeus lituratus
51-Artibeus lituratus
51-Artibeus lituratus

TTLIIMZTLZLIITMZTLLLZLIZLZEELLZLZTZLIZTZIIMMZTZLZEZEZEIEIMEZZLLEZ2ZEZ2ZIZIMZEEIMMZLZLZELELEEZ

SEXO AMOSTRAS

Figado, intestinos, baco e rins  Jovem CARANAZAL
Figado, intestinos, bao e rins Jovem CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins  Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, bago e rins Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, bago e rins  Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins  Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, bago e rins Adulto CARANAZAL
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bao e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins  Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bao e rins  Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, bago e rins  Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Jovem UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE
Figado, intestinos, baco e rins Adulto UFOPA-SALE

LOCAL DE CAPTURA OBSERVAGAO NECROPSIA COORDENADA GEOGRAFICA INFORMAGOES DOS LOCAIS DE C,

HEPATO-ESPLENOMEGLIA

HEPATOMEGALIA

HEPATOMEGALIA

HEPATOMEGALIA

- 2,4173436, - 54,7422364
- 2,4273440, - 54,7272862
- 2,4273440, - 54,7272863
- 2,4273440, - 54,7272864
- 2,4273440, - 54,7272865
- 2,4273440, - 54,7272866
- 2,4273440, - 54,7272867
- 2,4273440, - 54,7272868
- 2,4273440, - 54,7272869
- 2,4273440, - 54,7272870
- 2,4173436, - 54,7422361
- 2,4173436, - 54,7422362
- 2,4173436, - 54,7422363
- 2,4173436, - 54,7422364
- 2,4173436, - 54,7422365
- 2,4173436, - 54,7422366
- 2,4173436, - 54,7422367
- 2,4173436, - 54,7422368
- 2,4173436, - 54,7422369
- 2,4173436, - 54,7422370
- 2,4173436, - 54,7422371
- 2,4173436, - 54,7422372
- 2,4173436, - 54,7422373
- 2,4173436, - 54,7422374
- 2,4173436, - 54,7422375
- 2,4173436, - 54,7422376
- 2,4173436, - 54,7422377
- 2,4173436, - 54,7422378
- 2,4173436, - 54,7422379
- 2,4173436, - 54,7422380
- 2,4173436, - 54,7422381
- 2,4173436, - 54,7422382
- 2,4173436, - 54,7422383
- 2,4173436, - 54,7422384.
- 2,4173436, - 54,7422385
- 2,4173436, - 54,7422386
- 2,4173436, - 54,7422387
- 2,4173436, - 54,7422388
- 2,4173436, - 54,7422389
- 2,4173436, - 54,7422390
- 2,4173436, - 54,7422391
- 2,4173436, - 54,7422392
- 2,4173436, - 54,7422393
- 2,4173436, - 54,7422394
- 2,4173436, - 54,7422395
- 2,4173436, - 54,7422396
- 2,4173436, - 54,7422397
- 2,4173436, - 54,7422398
- 2,4173436, - 54,7422399
- 2,4173436, - 54,7422400
- 2,4173436, - 54,7422401
- 2,4173436, - 54,7422402

LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
LOCAL COM ARVORES/QUINTAL
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
AREA DE ARVORES FRUTIFERAS
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
AAREA DE ARVORES FRUTIFERAS
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
AREA DE ARVORES FRUTIFERAS
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
AAREA DE ARVORES FRUTIFERAS
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
PROXIMO AO FORRO
AREA DE ARVORES FRUTIFERAS
AREA DE ARVORES FRUTIFERAS



E) Leituras de Totivirus identificadas em pools de Figado (F). As colunas indicam
respectivamente: o n° do pool, o virus obtido na plataforma lllumina, a proteina
correspondente a sequéncia obtida no Blastx, o percentual de cobertura, o valor de E, 0
percentual de similaridade e o n° de acessso do virus correspondente no GenBank.

Pool Proteina correspondente
>F1_102 proteina hipotética
>F1_112 polimerase
>F1_082 polimerase
>F1_103 proteina hipotética
>F1_056 proteina hipotética
>F1_063 polimerase
>F1_059 polimerase
>F1_100 proteina hipotética
>F1_105 polimerase
>F1_035 proteina hipotética
>F1_098 proteina hipotética FZCTV1_gpl
>F1_093 proteina hipotética
>F1_072 proteina hipotética
>F1_017 proteina hipotética
>F1_039 proteina hipotética
>F1_050 proteina hipotética
>F1_077 proteina hipotética FZCTV1_gpl
>F1_022 proteina hipotética
>F1_031 proteina hipotética
>F1_078 proteina hipotética
>F1_030 proteina hipotética
>F1_090 proteina hipotética
>F1_070 polimerase
>F1_014 proteina hipotética
>F1_083 proteina hipotética
>F1_057 proteina hipotética
>F1_111 desidrina
>F6_005 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_053 proteina hipotética
>F1_020 RNA polimerase dependente de RNA
>F4_001 proteina do capsideo
>F1_019 proteina hipotética
>F1_011 proteina hipotética
>F1_060 polimerase
>F1_042 polimerase
>F1_064 polimerase
>F1_013 proteina hipotética
>F1_007 proteina hipotética
>F1_004 proteina hipotética
>F1_005 proteina hipotética
>F6_004 proteina do capsideo
>F1_044 polimerase
>F1_079 polimerase
>F1_095 polimerase
>F6_001 desidrina
>F1_051 polimerase
>F1_081 polimerase
>F1_043 polimerase
>F1_048 polimerase
>F1_087 polimerase
>F1_069 polimerase
>F6_002 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_085 proteina hipotética
>F1_061 polimerase
>F1_106 proteina hipotética
>F1_110 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_099 proteina hipotética
>F1_104 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_101 proteina hipotética
>F1_021 polimerase
>F1_003 polimerase
>F1_010 polimerase
>F1_088 proteina hipotética
>F1_094 proteina hipotética
>F1_080 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_096 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_067 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_006 polimerase
>F1_062 polimerase
>F1_036 polimerase
>F1_032 polimerase
>F1_066 polimerase
>F1_045 polimerase
>F1_058 polimerase
>F1_001 polimerase
>F1_002 polimerase
>F1_008 polimerase
>F1_047 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_012 polimerase
>F1_046 polimerase
>F1_071 RNA polimerase dependente de RNA
>F1_040 polimerase
>F1_037 proteina hipotética
>F1_052 polimerase
>F1_076 proteina hipotética

Virus correspondente
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Hangzhou zicrona caerulea totivirus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Hangzhou zicrona caerulea totivirus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Sanya totivirus 12
Hangzhou totivirus 10
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Hangzhou zicrona caerulea totivirus 1
Totiviridae sp.

Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Totiviridae sp.

Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Sanya totivirus 12

Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 1

Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2

Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Schistocephalus solidus toti-like virus 1
Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Sanya orius sauteri totivirus 2
Schistocephalus solidus toti-like virus 3
Sanya orius sauteri totivirus 2

Cobertura  E-value

19%
48%
31%
34%
61%
29%
18%
49%
24%
40%
82%
78%
43%
78%
29%
60%
53%
98%
79%
39%
62%
50%
85%
34%
68%
81%
99%
36%
89%
75%
94%
68%
48%
1%
48%
95%
54%
41%
3%
7%
85%
59%
80%
96%
98%
95%
80%
76%
92%
92%
64%
87%
69%
93%
90%
85%
76%
97%
82%
45%
22%
48%
69%
99%
78%
83%
63%
83%
2%
62%
61%
94%
67%
78%
33%
35%
57%
62%
65%
84%
85%
86%
90%
91%
93%

0,002
4,00E-06
5,00E-07
4,00E-07
4,00E-07
2,00E-07
8,00E-09
4,00E-09
3,00E-10
6,00E-12
1,00E-12
8,00E-15
6,00E-16
1,00E-16
9,00E-17
4,00E-18
4,00E-19
4,00E-19
2,00E-20
1,00E-23
1,00E-23
1,00E-24
5,00E-29
4,00E-29
4,00E-31
3,00E-33
1,00E-33
5,00E-35
4,00E-36
2,00E-38
5,00E-39
7,00E-43
5,00E-48
6,00E-50
6,00E-52
7,00E-56
4,00E-56
3,00E-57
3,00E-60
3,00E-62
3,00E-62
3,00E-65
5,00E-66
1,00E-70
6,00E-72
5,00E-74
3,00E-81
2,00E-81
3,00E-86
1,00E-90
3,00E-91
8,00E-92
1,00E-92
6,00E-96

2,00E-102
1,00E-103
2,00E-108
2,00E-109
2,00E-113
2,00E-126
5,00E-133
2,00E-138
7,00E-143
5,00E-154
3,00E-154
2,00E-154
2,00E-155
2,00E-162
7,00E-166
6,00E-166
2,00E-166
2,00E-167
6,00E-169
9,00E-171

Oooooooooo

Identidade N° de acesso do Hit

33,71%
37,93%
59,09%
36,13%
27,89%
39,29%
35,48%
27,98%
39,13%
34,44%
25,25%
29,85%
30,24%
27,55%
29,64%
31,97%
25,81%
31,15%
32,41%
31,27%
31,62%
31,27%
31,67%
27,53%
33,23%
31,81%
31,27%
45,06%
31,44%
38,26%
30,03%
31,05%
28,72%
38,25%
34,96%
37,17%
29,61%
29,78%
29,55%
29,55%
31,73%
45,71%
35,73%
37,96%
29,52%
42,37%
42,14%
42,18%
42,79%
48,74%
41,69%
55,20%
62,55%
48,29%
76,81%
74,66%
65,68%
50,90%
79,75%
43,28%
46,21%
44,62%
70,31%
71,36%
82,65%
80,40%
80,84%
46,48%
47,42%
43,76%
44,02%
47,24%
44,18%
44,18%
40,53%
40,39%
41,74%
82,43%
40,53%
39,80%
83,78%
41,19%
75,69%
42,97%
88,73%

QUD26155.1
QUD26160.1
QUD26160.1
QUD26159.1
QUD26155.1
QUD26160.1
QUD26160.1
QUD26155.1
QUD26156.1
QUD26159.1
UHK03223.1
QUD26159.1
QUD26155.1
QUD26155.1
QUD26155.1
QUD26155.1
UHK03223.1
QUD26159.1
QUD26159.1
QUD26155.1
QID26155.1
QUD26155.1
QID26156.1
QUD26155.1
QUD26159.1
QUD26159.1
UHK03215.1
UHK03000.1
QUD26159.1
UHK03224.1
QXV86549.1
QUD26155.1
QID26155.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QUD26160.1
QUD26155.1
QUD26155.1
QUD26155.1
QJD26155.1
QXV86549.1
QUD26160.1
QUD26160.1
QUD26160.1
UHK03215.1
QID26156.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QUD26160.1
QUD26156.1
UHR49810.1
UHR49804.1
QUD26160.1
UHR49804.1
UHR49805.1
UHR49804.1
UHK03145.1
UHR49809.1
QUD26156.1
QUD26160.1
QUD26156.1
UHR49804.1
UHR49804.1
UHR49805.1
UHR49805.1
UHR49805.1
QUD26160.1
QID26160.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QUD26160.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QUD26156.1
QID26156.1
QUD26156.1
UHR49805.1
QUD26156.1
QUD26156.1
UHR49805.1
QUD26160.1
UHR49804.1
QUD26160.1
UHR49804.1
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RESUMO

Trata-se de uma revisao sistematica descritiva sobre a ocorréncia de virus em morcegos
no territorio brasileiro, com base na pesquisa em bancos de dados sobre publica¢des
cientificas no periodo de 2000 a 2020. Foram consultadas as bases de dados: Pubmed,
NCBI, ISI Web of Science, BIOSIS, Google Scholar e DbatVir. Apo6s a selecdo dos
documentos obtidos, foram analisados 116 titulos que revelaram 43 espécies de morcegos
do Brasil sdo hospedeiros de uma variedade de virus representativa de 17 familias. Houve
maior registro do virus rébico (Rhabdoviridae) e diversos coronavirus (Coronaviridae)
isolados em morcegos de diferentes familias. A pesquisa e o conhecimento sobre virus de
morcegos no Brasil estd concentrada nas regides sul e sudeste, 0 que contrasta com a
baixa densidade de estudos na regido norte, que por sua vez concentra a maior riqueza da
quiropterofauna nacional. Os dados obtidos colocam o Brasil em destaque mundial como
um hotspot para diversidade viral associada a morcegos e, sdo importantes para auxiliar
politicas e programas de pesquisa visando interesse global prioritario em ecovigilancia
epidemioldgica e saude publica.

Palavras-chave: quirdpteros, virus, deteccdo viral, zoondticos.

ABSTRACT

This is a descriptive systematic review on the occurrence of viruses in bats in Brazil,
based on a database search of scientific publications from 2000 to 2020. The following
databases were consulted: Pubmed, NCBI, ISI Web of Science, BIOSIS, Google Scholar
and DbatVir. After selecting the documents obtained, 116 titles were analyzed, which
revealed 43 species of bats in Brazil are hosts of a variety of viruses representative of 17
families. There was a greater record of rabies virus (Rhabdoviridae) and several
coronaviruses (Coronaviridae) isolated in bats from different families. The research and
knowledge on bat viruses in Brazil is concentrated in the southern and southeastern
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regions, which contrasts with the low density of studies in the northern region, which in
turn concentrates the greatest wealth of the national chiropterofauna. The data obtained
place Brazil in global prominence as a hotspot for bat-associated viral diversity and are
important to assist policies and research programs aimed at global priority interest in
epidemiological surveillance and public health.

Keywords: chiroptera, viruses, viral detection, zoonotic.

1 INTRODUCAO

Depois dos roedores, 0s morcegos representam a segunda ordem de mamiferos
com maior diversidade de espécies, 0 que proporcionalmente compreende 22% de todos
mamiferos existentes (BURGIN et al. 2018). As notaveis adaptacdes que permitem aos
morcegos serem 0s Unicos mamiferos com a capacidade de voar possibilitaram a esses
animais colonizar praticamente todos os ambientes terrestres, ficando ausente apenas nas
regides polares e ilhas ocednicas remotas (FINDLEY, 1993). O Brasil abriga cerca de
15% da diversidade de morcegos do mundo representada por 181 espécies distintas
(NOGUEIRA et al. 2014).

Entre os mamiferos, os morcegos e roedores sao 0s grupos que hospedam a maior
diversidade de espécies virais com potencial zoonético (MOLLENTZE e STREICKER,
2020). Estima-se que cerca de 75% das doengas infecciosas emergentes em humanos sao
zoonoticas e em grande parte associadas a hospedeiros de vida selvagem, incluindo os
morcegos (OLIVAL, et al. 2017; BELTZ 2018; MORENS et al. 2020, OLIVAL et.al
2020). Desde a década de 1940, se observa o0 aumento da emergéncia de zoonoses ligadas
a hospedeiros animais silvestres, 0 que tem sido considerado a maior ameaca a salde
humana em escala global (FAO, 2011). Sabe-se que esse fenbmeno é complexo em sua
natureza, porém esta claro que pelo menos em parte, sua causa esta ligada a fatores
ambientais como a perda de fungdes ecossistémicas, crescimento da populagcdo humana,
perda da biodiversidade e mudangas climaticas (FAO, 2011).

Recentemente foram registradas importantes emergéncias virais associadas a
reservatorios em morcegos, tais como virus Nipah (RAHMAN et al. 2010; ANTHONY
etal. 2013), virus Marburg (TOWNER et al. 2009), virus Ebola e virus Hendra
(DREXLER et al. 2009) e os coronavirus causadores das sindromes respiratoriasagudas
graves, MERS-CoV (WANG et al. 2014) e SARS-CoV (ZHU et al. 2020). A raivaé uma
zoonose causada por Lyssavirus e sua transmissao através do contato homem- morcego é
amplamente conhecida (PULLIAM et al. 2012).

Devido a recente onda de graves emergéncias virais, como por exemplo Ebola e

as sindromes respiratorias (SARS e MERS), que levaram a morte de milhares de pessoas,
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a imagem dos morcegos perante a sociedade tem sido fortalecida como animais
hospedeiros e disseminadores de virus mortais (LOPEZ-BAUCELLS et al. 2017).
Entretanto, 0s morcegos sdo animais importantissimos para o equilibrio ecol6gicos dos
ecossistemas e desempenham servicos ecoldgicos de alto valor para a humanidade, onde
atuam como polinizadores, dispersores de sementes e reguladores da densidade
populacional de insetos que podem se tornar pragas na agricultura (LOPEZ-BAUCELLS
etal. 2017).

Neste trabalho desenvolvemos uma anélise temporal dos Gltimos 20 anos sobre a
identificacdo de virus em morcegos no territorio brasileiro, visando contribuir para
avancar o conhecimento sobre a diversidade e ocorréncia de possiveis virus com potencial

zoonotico, assim como, na perspectiva de estudos para a descoberta de novos virus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Dados sobre estudos virais em morcegos no Brasil foram extraidos de pesquisas
cientificas publicadas entre os anos de 2000 a 2020. As fontes foram identificadas
sistematicamente usando o termo de busca "morcegos” combinado com diferentes
unitermos, incluindo “parasita”, "patogeno”, "virus", “Brasil”, “América do Sul” e
“paises”, em varios indices de periddicos e repositorios publicos (Pubmed, NCBI, ISI
Web of Science, BIOSIS, Google Scholar e DbatVir) e nas respectivas vias de
rastreamento de acompanhamento recursivo da literatura citada por cada fonte, evitando
assim a duplicidade de informacdes. A estratégia de busca, adotada para cada base de
dados, foi composta também por termos combinados, a partir dos operadores booleanos
“AND” e “OR”. Os descritores foram buscados nos idiomas em inglés e seus respectivos
equivalentes em portugués, considerando-se titulo, ano e abstract das publicaces.

Foram classificados dados sobre taxonomia e habito alimentar dos morcegos,
amostra biologica utilizada para o diagnostico viral, método de deteccdo e tipificacdo de
variante viral, cidade e estado de coleta do material bioldgico. Os resultados também
foram complementados usando entradas de informacdes recentemente publicados de
viromas de morcego (CHEN et al. 2014). Os nomes dos virus seguiu-se a partir do
relatorio do Comité Internacional de Taxonomia de Virus - ICTV (SIDDELL et al. 2020).
Em seguida, obtivemos o nimero de virus compartilhados com humanos, definido assim
como 0s Vvirus zoonaticos, no banco de dados de taxonomia de virus — UniProt. Fizemos
uma analise comparativa dos dados obtidos no Brasil em relacdo aos demais paises da
América do Sul.
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As informacdes coletadas foram sistematizados por meio de tabelas e gréficos para
a sintese dos resultados. Para 0 agrupamento dos dados foram elencados, para cada estudo
incluido, termos chave referentes aos seus principais achados, ja citados anteriormente.
A elaboracéo deste manuscrito obedeceu aos itens recomendados pelo CASP - Systematic
Review Checklist (CASP, 2018).

3 RESULTADOS

A busca inicial identificou 623 publicacGes com base no titulo e abstract. Apés a
exclusdo de duplicatas, por ndo estarem de acordo com o periodo proposto do estudo ou
ndo apresentarem dados completos ao tema proposto, obteve-se a recuperacdo de 116
titulos, por apresentarem os critérios para a abordagem qualitativa proposta para o estudo
e que, apés o processo de triagem e consulta de listas de referéncias, todos foram
selecionados por ter registro de Taxonomia, validados no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) das sequéncias e colecfes virais.

O numero de trabalhos foi heterogéneo ao longo do periodo, mas nota-se uma
tendéncia de aumento nos anos entre 2010 a 2020, sendo que o0 maior nimero de trabalhos
ocorreu em 2010 (n=17), enquanto que o menor (n=1) ocorreu nos anos de 2000 a 2003
(Figura 1). Em 2008, nenhum trabalho sobre isolamento viral em morcegos do Brasil foi
publicado.

Figura 1: Frequéncia de trabalhos publicados sobre isolamento viral em amostras biolégicas de morcegos
do Brasil, no periodo 2000-2020 (n=116)
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No Brasil durante o periodo de 2000-2020, foram isolados 17 virus e suas

variantes de 17 familias virais obtidos de amostras biologicas de 43 espécies de morcegos

coletados em 13 estados (Tabela 1). Os morcegos estudados pertencem a quatro familias:

Phyllostomidae (17 espécies), Vespertilionidae (14 espécies), Molossidae (11 espécies) e

Mormoopidae (1 espécie). Essas espécies possuem 0s seguintes habitos alimentares:

Onivoro, Hemat6fago, Insetivoro, Nectarivoro e Frugivoro (Tabela 1).

Tabela 1 - Virus isolados em morcegos do Brasil classificados de acordo com diferentes tipos de dieta. ONI

— Onivoro, HEM — hematdfago, INS — insetivoro, NEC — Nectarivoro e FRU — frugivoro. Fonte: Tabela
Adaptada do repositério DBatVir database (http://www.mgc.ac.cn/DBatVir/)

MOERCEGO DI | VIRUS
ET
A
Anoura caudifer ON | Bat coronavirus, Hantaviros
Carallia brevicauda, (S| Bat coronavirus, Paramyxovirus, Hantaviros,
perspicillata Bat coronavirus, Paramyxovirus
FPihyllostomus  discolor, P Bat coronavims, Virus rébico,
hastatus
Glossophaga soricing
Desmodus rofundus HE | Viruz rabico, Hantavirus, Parvovirus, Bat coromavirus,
M | Botavirus A, Paramyxovirus
Diphvlla ecaudata Virns rabico, Hantavirs,
Eptesicus sp. E. diminutus, E | IN | Bat coronavirus, Viros rabico,
Jurinalis 8 Bat coronavirs, Virus rabico,
Ewmops  awripendulus, B Wiruns rabico,
glavecirnus Wirus rabico
Histiotus sp. H. velatus
Lasiurus blossevillii, L. borealis, Wirus rabico, Bat coromavirus
L cinereus, L. ega Wirns rabico
Cynomops sp. C. abrasus Wirus rabico, Bat coronaviros
Mbolossops neglecius
Molossus  sp. Mabrasus, M Wirus rabico, Bat coronavirus
currentium, M ryfus
Myvotis albescens, M. nigricans, Wirus rabico
A riparius Bat coronavirus, Gemylkibivirus 1
Myetinomops laticaudatus Bat coronavirus, Astrovins, Vims rdbico, Herpesvims,
Fteronofus parnellii Circovirus, Paramyxovirs, Polyomavirs
Tadaria sp. T. brasiliensis, T
laticaudata
Lichonycteris obscura NE | Bat coronavims
Lonchoplvila thomasi [ Herpesvirus
Artibeus sp. A lituratus, A | FR | Vime rdbico, Bat coronavirus, Adenovirus, Papilomavimes,
planirestris, A fimbriatus, 4. | U Parvovirus, Influenza A virus, Astrovirus. Paramyzoviros,

Jamaicensis

Mesophyila macconnelli
Flatyrrhinus lineatus
Sturnira [iium

Paramyxovirus

Bat coronavims

Bat Hepatitis B virus Bat coronavirus, Mapuera virus,
Adenovirus.

A maior parte dos trabalhos com detecc¢éo viral em morcegos no Brasil ocorreu na

familia Rabdoviridae (58,6%), seguido por Coronaviridae (12,9%), Herpesviridae e
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Paramyxoviridae ambas com 4,3%. Além destas, foram registrados isolados virais de

outras 13 familias (Figura 2).

Figura 2- Diversidade de Familiais de virus isolados em morcegos no Brasil e nimero de publicagGes
identificadas por familia
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As regides Sul e Sudeste do Brasil foram as que mais desenvolveram estudos sobre
isolamento de virus a partir de amostras bioldgicas de morcegos, sendo que 0s estados
que lideram esse campo de pesquisa s&o 0 Rio Grande do Sul com a identificacdode 12
familias virais seguido por Séo Paulo com 8 familias virais (Figura 3). Na regido Norte o
Pard enumerou 7 diferentes tipos de Familias virais. O Brasil obteve 0 maior nimero de

pesquisas, quando comparado aos demais paises da América do Sul (Figura 3).

Figura 3 - Espécies de virus identificadas em morcegos, por estados do Brasil, no periodo de 2000 a 2020
(esquerda). Comparativo do N de registros nos bancos de dados de estudos virais em morcegos nos paises
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A respeito dos métodos de deteccdo viral, observamos que 0s métodos
moleculares de PCR e suas variagdes e 0 sequenciamento de nova geragdo (SNG) foram
empregados na maioria dos estudos e em diferentes amostras bioldgicas, enquanto que

técnicas soroldgicas e de isolamento em células foram menos utilizadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Virus, amostras biolégicas e métodos de detecgdo viral em morcegos identificados no Brasil
noperiodo de 2000 a 2020 e sua relagdo de ocorréncia em humanos.

Virus Amostra Biolégica Método de Deteccdao | Infeccio humana
Adenovirus Swabs oral, anal, fezes e intestino PCR, CC e SNG Relatada
Astrovirus Swabs oral, anal, fezes e mix de tecidos PCR e SNG Relatada

Bat coronavirus Swabs oral, sangue, anal, fezes e mix de PCR, CC e SNG Relatada
tecidos
Bat Hepatitis B virus Intestinos e figado PCR e SNG Nao relatada
Circovirus Sangue PCR e SNG Nao relatada
Hantavirus Fezes PCR Relatada
Herpesvirus Tecido - Intestinos PCR Relatada
Influenza A virus Saliva, fezes PCR, SOR e SNG Relatada
Mapuera virus Swab anal PCR Relatada
Papilomavirus Tecidos (rins. intestinos) PCR Nio relatada
Paramyxovirus Fezes, urina e tecidos (intestinos, rins) PCR e SNG Relatada
Parvovirus Fezes e intestinos PCR e SNG Relatada
Polyomavirus Fezes e Mix de tecidos (intestinos, rins, PCR Relatada
figado)
Virus rabico Swab oral (Saliva) e Tecido - Cérebro PCR. SOR, CC Relatada

SNG: Sequenciamento de Nova Geragdo. CC: Cultura celular. SOR: Sorologia. PCR: Reac¢do de Cadeiade

Polimerase

4 DISCUSSAO

Historicamente, a partir do isolamento do virus da raiva em morcegos insetivoros

nos Estados Unidos e com avango dos estudos no campo da virologia ficou evidente a
possibilidade de que os morcegos também seriam reservatério para outros tipos de virus
(HALPIN et al. 2007). Seguindo essa linha de investigacao de muitos tipos virais ja foram
identificados em morcegos ao redor do mundo, inclusive no Brasil, como os Flavivirus,
Arenavirus, Paramyxovirus e alguns virus nao classificados (SULKIN e ALLEN, 1974;
HALPIN et al. 2007).

A nocao de que 0s morcegos sao reservatorios de grande diversidade de espécies
virais, inclusive aquelas com potencial zoonoético, € bem estabelecida atualmente. A
adaptabilidade dos morcegos como hospedeiros virais pode ser relacionada com varios
aspectos de sua biologia e histdria natural, como a alta longevidade (OLIVAL etal.
2017), aresposta imune (O'SHEA et al., 2014 ), aamplificacéo viral decorrente de fatores
reprodutivos (DIETRICH et al., 2015), a aglomeragédo em abrigos e cavernas (LUIS et al.
, 2015). Outro ponto a se destacar € o voo autbnomo, pois as grandes distancias
percorridas durante a busca por alimentos ou durante a migracdo, sdo descritoscomo

fatores de exposi¢do a novos virus (WANG e POON, 2011). Os morcegos
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possuem dietas muito heterogéneas, desde habito insetivoros e fitofagos generalistas até
altamente especializado como a hematofagia. O habito alimentar estd diretamente
relacionada com a diversidade viral de morcegos que apresentam perfil alimentares
diferentes (TEIXEIRA, 2016).

No Brasil, os morcegos das familias Phyllostomidae e Molossidae foram os mais
pesquisados para deteccdo viral. A familia Phyllostomidae é endémica da regido
Neotropical e representa o grupo mais comum de morcegos nessa regido (TAVOLONI,
2006). Essas duas familias também sdo muito frequentes em areas urbanas do Brasil
(PACHECO et al. 2010), o que pode explicar a maior densidade de estudos sobre detec¢éo
viral nesses grupos de morcegos.

Com base na analise de material genético, pelo menos 30 familias de virus ja
foram  isoladas de amostras  biolégicas de  morcegos no  mundo
(http://lwww.mgc.ac.cn/cgi-bin/DBatVir/main.cgi) (CHEN et al. 2014). Neste sentido, o
Brasil com 17 familias virais identificadas em morcegos e, considerando-se que apenas
uma pequena parte (23,75%) da quiropterofauna brasileira foi estudada nos altimos 20
anos, pode ser considerado um hotspot da diversidade viral associada a morcegos. Tais
informagdes sobre prospeccdo viral em morcegos no Brasil, fomentam dados para a
ecovigilancia epidemioldgica, controle sanitario e satde publica.

A maior parte dos estudos registrados reportam sobre a detec¢do do virus rabico
(familia Rhabdoviridae), o que € claramente explicado pelo fato desse virus causar a raiva,
uma das mais importantes zoonoses virais, sendo responsavel por perdas econdémicas
devido a morte de animais de producdo e levar a 6bito mais de 60 mil pessoas por ano em
todo o mundo (WHO, 2019). Na regido Neotropical, os morcegos atuam como
hospedeiros do virus rabico, sendo o Brasil um dos paises mais afetados por essa zoonose
(ESCOBAR et al. 2015, KUZMIN et al. 2011).

Os coronavirus foram registrados em diversas espécies de morcegos de diferentes
familias em nossa pesquisa. A familia Coronaviridae abriga dois grupos Alpha-
e Betacoronavirus e inclui espécies virais que infectam diferentes grupos demamiferos,
incluindo o homem, e podem ocasionar doencas como as Sindromes respiratorias agudas
(WOO et al. 2012; FAN e ZHAO 2019). A recente emergéncia docoronavirus SARS-
CoV2 no final de 2019, levou a uma gravissima crise mundial devido a répida
disseminacdo da COVID-19, uma sindrome respiratoria aguda com elevadas taxade
contagio e mortalidade (BENVENUTO et al. 2020). Analises filogenéticas sugerem que
0 SARS-CoV?2 pode ter se originado a partir de um morcego (BENVENUTO et al.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.1, p. 579-592 jan. 2022.


http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/DBatVir/main.cgi)
https://zslpublications.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jzo.12769#jzo12769-bib-0149

2020), portanto a vigilancia epidemiologica e pesquisa cientifica nesse campo tem sido
tratadas como uma agenda prioritaria em escala global.

O acompanhamento do processo salde-doenca no espaco, mas especificamente
daquelas causadas por estipes virais que afetam 0 homem e animais de producéo, favorece
0s estudos antigénicos e genéticos das espécies isoladas em morcegos, e elucida o0 quéo
importante a criacdo de um perfil de distribuicdo espacial de ocorréncia desses virus em
seus reservatorios naturais, e traz ainda, embasamento para pesquisas em epidemiologia
e em saude publica (MACKENZIE e JEGGO, 2013).

Destacamos ainda, que a distribuicdo dos isolados virais por regido brasileira
tende a avancar a partir de novos estudos que abordem a modelagem espacial, a fim de
esclarecer a dindmica dentro e entre os hospedeiros de virus potencialmente zoon6ticos
identificados nos morcegos, 0 que seria um passo promissor para o desenvolvimento de
politicas e acBes de vigilancia epidemioldgica na intencdo de se prevenir o
transbordamento viral para seres humanos (ANECIA et. al. 2020).

Nos ultimos anos, os métodos moleculares e metagendmicos tornaram-se mais
comuns no campo da descoberta de novos virus, possivelmente por se mostrarem mais
eficientes e de alta especificidade (VIGNE et al. 2018, CHEN et al. 2014), em
comparacdo a métodos tradicionais como 0s ensaios soroldgicos, em que a reatividade
cruzada de anticorpos para varios patdgenos pode levar a diminuicdo da especificidade e
produzir resultados confusos ou inconclusivos (GILBERT et al. 2013). Sabe-se ainda,
que o uso esporadico de isolamento viral em cultura celular é correspondente as
limitacGes impostas por esta técnica, uma vez que, tal metodologia é trabalhosa enecessita
de laboratérios limitados com capacidades de contencdo, e também, ndo se consegue
realizar a caracterizacdo fenotipica completa de um virus, se este for um virus “novo”
(CALISHER e TESH, 2014).

A pesquisa sobre detec¢do viral em morcegos no Brasil avangou nos ultimos 10
anos, porém ainda representa um estagio inicial visto que apenas cerca de ¥ das espécies
de morcegos registradas no pais foram estudadas, alem disso grande parte dos trabalhos
se concentrou nas regides sul e sudeste. O conhecimento atual sobre o tema coloca o
Brasil em posicédo de destaque mundial, como um hotspot para diversidade viral associada
a morcegos, visto que mais da metade das familias de virus que possuem morcegos Como

hospedeiros ja foram registradas no pais.
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Resumo

Os morcegos sdo reservatorios de uma diversidade de virus. Dentre os viromas registrados em morcegos, os retrovirusestdo entre
as familias de virus mais significativas, pois causam infeccdo persistente nos animais. Relatorios recentes de retrovirus circulando
em populagdes de morcegos tem identificado varios retrovirus de outros animais nesses mamiferos. Objetivou-se a partir de
Metagendmica viral, identificar sequéncias retrovirais de interesse em Medicina Veterinaria, em espécies de morcegos urbanos da
Amazobnia. A partir do Sequenciamento de Nova Geracdo (SNG) na Plataforma Illumina e baseado no BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), analisamos 168 amostras (56 de sangue, 56 de swab oral e 56 de swab anal) de 56 morcegos das espécies
Noctilio albiventris (n= 18), N. leporinus (n=1), Artibeus lituratus (n=13), Myotis sp. (n= 6) e Molossus molossus (n=18). Como
resultado observamos que quatro géneros de retrovirus tiveram leituras, sendo eles: Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus e Lentivirus. Os pools de swab oral apresentaram mais nimero contigs virais identificados por similaridade no
BLAST. As sequéncias retrovirais totais foram: Duck infectious anemia virus, Feline leukemia virus, Gibbon ape leukemia virus,
Avian leukosisvirus, Reticuloendotheliosis virus, Feline mmunodeficiency virus, Mason Pfizer monkey virus, Enzootic nasal
tumour virus of goat e Simian retrovirus Y. Mostramos a partir de nossa analise metagendmica, que ha circulacdo de retrovirusde
outros reservatorios, como felinos, ovinos e aves, na quiropterofauna da regido e reportamos tais registros com o intuito de alertar
sobre a vigilancia permanente de morcegos para novos retrovirus e investigagdes de caracteristicas biologicas e potencial
infeccioso de tais virus.

Palavras-chave: Viroma; Quirdpteros; Metagenémica; Illumina.

bstract

Bats are reservoirs of a diversity of viruses. Among the viruses recorded in bats, retroviruses are among the most significant virus
families because they cause persistent infection in the animals. Recent reports of retrovirusescirculating in bat populations have
identified several retroviruses from other animals in these mammals. We aimed fromviral Metagenomics, to identify retroviral
sequences of interest in VVeterinary Medicine, in Amazonian urban bat species. Using Next Generation Sequencing (SNG) on
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Ilumina Platform and based on BLAST (Basic Local Alignment SearchTool), we analyzed 168 samples (56 from blood, 56 from
oral swab and 56 from anal swab) from 56 bats of the speciesNoctilio albiventris (n=18), N. leporinus (n=1), Artibeus lituratus
(n=13), Myotis sp. (n=6) and Molossus molossus (n=18). As a result, we observed that four genera of retroviruses had readings,
these being: Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus and Lentivirus. The oral swab pools had more number of viral
contigs identified by similarity in BLAST. The total retroviral sequences were: Duck infectious anemia virus, Feline leukemia
virus, Gibbonape leukemia virus, Avian leukosis virus, Reticuloendotheliosis virus, Feline mmunodeficiency virus, Mason Pfizer
monkey virus, Enzootic nasal tumour virus of goat e Simian retrovirus Y. We show from our metagenomic analysis, thatthere is
circulation of retroviruses from other reservoirs, such as felines, sheep and birds, in the chyropterofauna of theregion and report
such records in order to warn about permanent surveillance of bats for new retroviruses and investigations of biological
characteristics and infectious potential of such viruses.

Keywords: Viroma; Chiroptera; Metagenomics; Illumina.

Resumen

Los murciélagos son reservorios de una gran variedad de virus. Entre los virus registrados en los murciélagos, los retrovirus se
encuentran entre las familias de virus més significativas porque causan una infeccion persistente en los animales. Los informes
recientes sobre los retrovirus que circulan en las poblaciones de murciélagos han identificado varios retrovirus de otros animales
en estos mamiferos. Este estudio tuvo como objetivo identificar secuencias retrovirales de interés en medicina veterinaria en
especies de murciélagos urbanos de la region amazoénica, utilizando lametagenémica viral. A partir de la secuenciacion de nueva
generacion (NGSS) en la plataforma Illumina y basdndonosen BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), analizamos 168
muestras (56 de sangre, 56 de hisopo oral y 56 de hisopo anal) de 56 murciélagos de las especies Noctilio albiventris (n=18), N.
leporinus (n=1), Artibeus lituratus (n=13),Myotis sp. (n=6) y Molossus molossus (n=18). Como resultado observamos que cuatro
géneros de retrovirus tenian lecturas, estos son: Alfaretrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus y Lentivirus. Los grupos de
hisopos oralespresentaron un mayor nimero de contigs virales identificados por similitud en BLAST. Las secuencias retrovirales
totales fueron las siguientes: Duck infectious anemia virus, Feline leukemia virus, Gibbon ape leukemia virus, Avian leukosis virus,
Reticuloendotheliosis virus, Feline mmunodeficiency virus, Mason Pfizer monkey virus, Enzootic nasal tumour virus of goat e
Simian retrovirus Y. Demostramos, a partir de nuestro analisis metagenémico, que hay circulacion de retrovirus de otros reservorios,
como felinos, ovejas y aves, en la quiropterofauna de la regién e informamos de talesregistros para alertar sobre la vigilancia
permanente de los murciélagos en busca de nuevos retrovirus y las investigaciones de las caracteristicas bioldgicas y el potencial
infeccioso de tales virus.

Palabras clave: Viroma; Chiroptera; Metagendmica; Illumina.

1. Introducéo

Os morcegos sao reservatdrios de diversas familias virais e estdo implicados na transmissao de numerosos virus altamente
patogénicos para humanos e outros mamiferos (Hayman, 2016). E estudos recentes sugeriram que o nimero de espécies que a
ordem Chiroptera (morcegos) apresenta, em relagdo a maioria das demais espécies entre os mamiferos, esta diretamente associada
a variedade de virus encontrados nesses animais (Mollentze et al. 2020).

Dentre os viromas jé descritos em morcegos, 0s retrovirus, que causaram um impacto global importante na salide humana
e animal, ainda tem seu papel pouco esclarecido em quirdpteros (Hayman, 2016). Os retrovirus sdo virus de RNA de sentido
positivo de fita simples que incorporam seus genomas como pro-virus em genomas cromossdémicos do hospedeiro apéstranscri¢do
reversa para CDNA. Membros da familia Retroviridae infectam uma grande variedade de espécies hospedeiras (Goff,2013). Quando
0s retrovirus se integram as células da linhagem germinativa, eles se tornam “verticalmente” transmissiveis de pais para filhos e
sdo chamados de retrovirus endégenos (ERVs) e quando sdo transmitidos para outras espécies, tornando-se infecciosos, sao
chamados de retrovirus exdgenos (XRVs) (Stoye, 2012).

Alguns retrovirus infecciosos circulantes em morcegos foram relatados recentemente (Hayward et al. 2020). O
conhecimento sobre esses virus em morcegos, tem crescido constantemente nas Gltimas duas décadas, a partir dos estudos de
sequéncias retrovirais dentro de genomas de morcegos, que estdo presentes devido as principais caracteristicas do ciclo de
replicacéo retroviral (Tachedjian et al. 2015).

Varios retrovirus causam imunodeficiéncia (por exemplo, HIV) e doengas malignas como leucemia (por exemplo,
retrovirus de coala (KoRV) (Tarlinton et al. 2006). Em animais, sdo também relevantes as doencas que 0s retrovirus exdgenos

(XRV) estabelecem, sendo os principais representantes desta familia na veterinaria: o Virus da Anemia Infecciosa Equina

(EIAV), o Virus da Leucose Bovina (BLV), os Lentivirus de pequenos ruminantes, incluindo os Virus da Artrite-encefalite Caprina
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(CAEV) e o0 Virus da pneumonia progressiva dos ovinos (Maedi-Visna), o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV), o Virus da
Leucemia Felina (FeLV) e o Virus da Leucose aviaria (Reis, 2012).

Assim, como a continua variedade de dados em escala genémica do viroma de quirépteros gera a oportunidade para
registrar a ocorréncia da diversidade de retrovirus de outras espécies de mamiferos circulando em morcegos, objetivou-se, a partir
do estudo de Metagendmica viral, identificar sequéncias de géneros e espécies retrovirais de interesse em Medicina Veterinaria

em morcegos urbanos.

2. Metodologia

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Oeste do Para
(CEUA/UFOPA N°0220220128) e autorizado pelo Sistema de Informag&o e Autorizacdo da Biodiversidade (SISBIO; N°18313-1).
Obtivemos a amostragem de material biologico (56 amostras de sangue (S) — 56 amostras de swab anal (SA) e 56 amostras de
swab oral (SO), de 56 morcegos pertencentes a 4 familias (Phyllostomidae, Molossidae, Vespertilionidae e Noctilionidae) das
espécies Noctilio albiventris (n= 18), N. leporinus (n=1), Artibeus lituratus (n=13), Myotis sp. (n= 6) e Molossus molossus (n=18),
capturados em 09 locais do Municipio de Santarém-PA (Latitude: 2° 26' 22" Sul, Longitude: 54° 41'55" Oeste), Mesorregido do

Baixo Amazonas (Figura 1).

Figura 1. Mapa do Municipio de Santarém-PA-Brasil e localiza¢bes dos pontos de capturas dos morcegos (pontos em azul).

Fonte: Adaptacdo de imagem do earth.google.com/web/search/Santarém/Pa.

Inicialmente as amostras (sangue, swabs oral e anal) foram diluidas em 500 pL de solugdo salina tamponada de Hanks
(HBSS), adicionada a um tubo de 2 ml contendo matriz de lise C (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, EUA) e homogeneizado em
Vortex. Em seguida foram submetidas a um “giro suave”, 8000 rpm, por 5 min para remover detritos grandes, e 0s sobrenadantes
foram colocados através de filtros de 0,45 uM (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA) para remover particulas do tamanho de
células eucarioticas e bacterianas. As aliquotas dos filtrados foram ressuspendidas com 250 pl de PBS para tratamento com
enzimas nucleases.

A etapa seguinte foi a realizacdo da extracdo dos acidos nucléicos virais, realizada utilizando o QlAamp Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Alemanha) que purifica 0 RNA e o DNA, e as etapas seguiram-se de
acordo com as instrucdes do fabricante. O fluxo de trabalho para o sequenciamento seguiu-se das etapas de preparagdo das amostras,
com filtragem e extracdo dos acidos nucleicos virais até a etapas de sequenciamento de nova geragdo (SNG) e estdoresumidas na

Figura 2 e descritas logo em seguida.
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Figura 2. Resumo em Fluxograma das atividades no estudo Metagendmico viral das amostras bioldgicas dos morcegos para o
sequenciamento na plataforma Illumina.
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Fonte: Autores.

Para a preparacédo das bibliotecas da plataforma Illumina, os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose em
seguida coletados fragmentos de DNA de 500-1000 pb com esferas Ampure - SAGE BluePippin Targeted Size Selection (1,5%
agarose, 250bp - 1,5kb). A preparacdo das bibliotecas foi feita como o kit Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina
Inc.) seguindo as orientagBes do fabricante. O sistema Agilent 2100 Bioanalyzer e o kit KAPA foram utilizados para fazer a
qualificagdo e quantificacdo da biblioteca.

Em seguida as Bibliotecas, agrupadas em pools, foram sequenciadas na plataforma Illumina NovaSeq-6000, para fornecer
leituras emparelhadas de 100 bp, com o kit TruSeq PE Cluster v3 e o kit TruSeq SBS v3 (Illumina). As leituras brutas obtidas do
sequenciamento Illumina foram pré-processadas, onde: a) os registros de sequéncia de extremidades emparelhadas foram
removidos de ambas as extremidades, b) as sequéncias com baixa qualidade (dados brutos gerados de leituras com comprimento
inferior a 100 bp) e as sequéncias do adaptador e dos primers foram cortadas, usando o VecScreen baseado em BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) nos parametros padrdo (MCginnis e Thomas, 2004) e por fim, ¢) as leituras quecontinham
homopolimero e leituras duplicadas foram identificadas e removidas.

Os dados de bioinformatica foram analisados de acordo com o protocolo descrito em outros estudos (Denget et al. 2015).
Os contigs resultantes de retrovirus de interesse em Medicina Veterinaria foram comparados utilizando o BLASTx e BLASTn
para pesquisar similaridade com proteinas virais e nucleotideos, respectivamente, a partir do banco de dados de sequéncias
genéticas GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os melhores resultados das pesquisas no BLAST (com maior percentual de
similaridade de sequéncia j& depositada no Genbank) foram selecionados e para reduzir o nimero de correspondéncias aleatorias,

os valores E (e-value) foram definidos em cada busca.

3. Resultados

A andlise dos 33 pools das amostras (sangue, swabs oral e anal) por Illumina NovaSeq gerou cerca de 1,3 milhGes de

sequéncias de leitura bruta. E embora a plataforma apresente alto rendimento de leituras, com um grande nimero de resultados
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para diferentes familias virais, nos detemos neste estudo apenas a exposicdo de leituras para familia Retroviridae. Do total de
contigs obtidos, foram identificados 04 géneros de retrovirus (alpha -, beta — gamma e lentivirus) registrados em todas as espécies
de morcegos do estudo.

O maior nimero de registros de sequéncias virais que apresentam interesse em Medicina Veterinaria, foram nas
amostras de swab oral (n°=7), seguido das amostras de sangue (n° = 4) (Tabela 1). Dois importantes Lentivirus apresentaram

leituras nas amostras de swab oral, sendo eles Simian retrovirus Y e o Feline immunideficiency virus (FIV).

Tabela 1. Visdo geral de retrovirus identificados nos Pools de swab oral, swab anal e Sangue.

A Pool swab Oral Pool swab anal (virus Pool Sangue
Género . - - . .
(virus de interesse) de interesse) (virus de interesse)
Duck infectious anemia virus Duck infectious anemia virus
Gammaretrovirus Feline leukemia virus Reticuloendotheliosis virus
Gibbon ape leukemia virus
Alpharetrovirus Avian leukosis virus
Betaretrovirus Mason Pfizer monkey virus Enzootic nasal tumour virus of goat Enzootic nasal tumour virus of goat
L Feline Immunodeficiency virus - .
Lentivirus y Simian retrovirus Y

Simian retrovirus Y

Fonte: Autores.

A Tabela 2 resume o nimero de leituras filtradas (comprimento/qualidade) obtidas por pool com o nimero de leituras virais
e leituras virais correspondentes em todos 0s pools. As sequéncias retrovirais aqui identificadas representam nucleotideosque codificam
as proteinas polimerase (Pol), glicoproteinas de envelope (Env) e aquelas envolvidas no processo de replicagdo viral (Poliproteinas
gag). Os virus Reticuloendotheliosis virus, Duck infectious anemia virus, e Feline leukemia virus, que causam doengas em aves e gato
domeéstico, respectivamente, foram os que tiveram maior nimero de leituras (Hits) (n=53, n=13 e n=23).

Tabela 2. Retrovirus identificados nas leituras por pools e 0o n° acesso dos melhores resultados recuperados no BLASTn eBLASTX

do banco de dados NCBI e a proteina correspondente as sequencias identificadas.

Pools* Virus Correspondente Hits  Compr. Virus Proteina ID %* e-value*
(nt)* Correspondenten® Correspondente
Acesso
SO Avian leukosis virus 1 251 AUT36432.1 Poliproteina (Env) 55,88 0,035
SO Mason Pfizer monkey virus 2 250 AAA4TT11.1 Poliproteina 70,37 3e-04
SO e SA Simian retrovirus Y 2 251 BAM71050.1 Poliproteina 79,52 le-39
SOeS Duck infectious anemia virus 13 251 AGV92858.1 Proteina gag 66,67 0.011
SOeS Feline immunodeficiency virus 1 251 AHZ63409.1 Proteina gag 41,67 3.3e-06
SO Feline leukemia virus 23 251 AYG96585.1 Poliproteina (Env) 71,19 9e-07
SO Gibbon ape leukemia virus 1 251 ALV83303.1 Poliproteina 50,00 1e-05
SAeS Enzootic nasal tumour virus of 2 251 ANG58663.1 Proteina gag 44,44 le-14
S goats Reticuloendotheliosis virus 53 251 YP_223871.1 Polimerase (Pol) 51,72 4e-05

*SA: swab anal. SO: swab oral. S: Sangue. Env: envelope. Compr. (nt): comprimento do nucleotideo. 1D%: percentual de
similaridade/identidade com o virus correspondente do GenBank. Fonte: Autores.

4. Discussao

Estudos anteriores revelaram a presencga dos géneros Betaretrovirus, Gammaretrovirus e Deltaretrovirus dentro dos genomas
de morcegos (Hayward et al. 2013; MCmichael et al. 2019), assim como observado em nossa pesquisa, e apesar de ndo termos feito
a filogenia das sequéncias, as analises das relacdes evolutivas entre esses ERVs de morcegos e os de outros mamiferos, seriam de

grande relevancia, pois sugerem que os morcegos desempenham um papel fundamental na transmisséo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AHZ63409.1?report=genbank&log%24=prottop&blast_rank=4&RID=BMST0JKD016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AYG96585.1?report=genbank&log%24=prottop&blast_rank=2&RID=BMT7DCD3013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ALV83303.1?report=genbank&log%24=prottop&blast_rank=21&RID=BMVGMZSG016

deretrovirus entre diferentes espécies de mamiferos (Hayward et al. 2013; Cui, e al. 2015).

Relatamos aqui, sequéncias relacionadas a gammaretrovirus de morcego em todas espécies estudas (M. molossus, A. lituratus,
Myotis sp., N. leporinus e N. albiventris), tanto em amostras de swab oral quanto de sague. Os gammaretrovirus também foram detectados
anteriormente em 10 outras espécies de morcegos, na China, Austréalia e em Gana (Cui et al. 2012a; Cui et al.2012b; Baker et al. 2013).

Similaridade quanto a nossos resultados, sobre a presenca de Betaretrovirus em morcegos, pode ser observados tambéma partir
de analises de transcriptoma e genoma de morcegos das espécies Pteropus alecto (raposa voadora preta) e Pteropus vampyrus (raposa
voadora grande), Myotis lucifugus (morcego marrom), Rhinolophus megaphyllus (morcego-ferradura oriental) e Rhinolophus
ferrumequinum (maior morcego-ferradura) (Hayward et al. 2013). Nesse estudo, foram verificados uma gama diversificada de
Betaretrovirus ERVs, ja em nossa pesquisa, apenas EXRs foram descritos.

De acordo com estudos anteriores em transcriptoma de sete espécies de morcego (Rhinolophus ferrumequinum, R. pusillus,
R. pearsoni, R. megaphyllus, R. affinis, Myotis ricketti e Pteropus alecto), o registro de gammaretrovirus que exibem um padrdo
filogenético consistente, cogitou a possibilidade de que os gammaretrovirus existentes em mamiferos, podem ter sidooriginado de
morcegos (Cui et al. 2012a). Para que possamos ter dados mais robustos a respeito desse padrdo, os contigs geradosnos morcegos
amostrados em Santarém-Pa, para esses retrovirus, devem ser submetidos as analises filogenéticas para que essa teoria precise
claramente ser verificada em nosso estudo, e se podemos definir se nosso achado pode ser devido a integracdo dematerial genémico
retroviral nos genomas do quirdpteros ou de uma indicagdo de infec¢do viral.

Os morcegos sdo os Unicos mamiferos capazes de voar ativamente, o que lhes permite atravessar barreiras fisicas e se adaptar
em paisagens de grande heterogeneidade ambiental, tais como areas urbanas conectadas por ambientes seminaturais como parques,
pragas, quintais e jardins, o que pode formar um potencial elo de transmiss&o viral entre varias espécies de animais, selvagens e domésticos
(Hayward e Tachedjian, 2021). Tal assertiva pode amparar 0s registros retrovirais na diversidade das amostras de morcegos que
analisamos, uma vez que 0s morcegos sao particularmente susceptiveis a receber retrovirus de outrosmamiferos (Hayward et al. 2015).

O sequenciamento de alto rendimento adotado neste estudo é uma ferramenta de pesquisa, que permite “descobrir” umagrande
diversidade de novos virus, sendo que normalmente muitos ndo poderiam ser identificados por métodos tradicionais como de cultura de
virus (Delwart, 2007). Embora nossa abordagem metagendmica tivesse foco na a identificagdo novas sequéncias retrovirais,
mineramos contigs de virus de importancia veterinaria, por causarem doengas cronicas graves em animais, e mesmoque as informacées
sobre uma regido limitada do genoma retroviral e os retrovirus possam sofrer recombinacéo, inclusive entrediferentes géneros,
impedindo a identificagdo precisa ou confidvel com base em sequéncias curtas (centenas a milhares de nucleotideos), os resultados
obtidos mostram confiabilidade das sequéncias correspondentes, verificadas pelo BLAST, que sdo relatadas como pontuacgdes de

probabilidade (e-value) e é uma ferramenta que utiliza o0 GenBank, uma confidvel fonte de dadosgenéticos.

5. Considerac0es Finais
Mostramos que na area urbana de Santarém-PA, ha circulacdo de diferentes géneros retrovirais de ocorréncia natural em
animais de interesse em Medicina Veterinaria, na diversidade de morcegos da regido, como pode ser constatada na anlise
Metagendmica das diferentes amostras bioldgicas pelo Sequenciamento na Plataforma Illumina. Todas as amostras tiveram leituras
sequenciadas e os Gammaretrovirus mostraram-se mais abundantes, bem como os pools de saliva (swab oral) apresentaram
numericamente mais leituras. Dentre os contigs dos morcegos, encontramos nucleotideos e proteinas retrovirais defelinos, de ovinos e

de patos e outras aves.

Diante de nossos resultados, podemaos inferir que ha necessidade de estudos permanentes de ecovigilancia destes

morcegos urbanos, e que a pesquisa metagendmica para novos retrovirus e investigacdes de caracteristicas bioldgicas e potencial



infeccioso dos virus de morcegos, podem promover uma abordagem proativa no que diz respeito ao transbordamento de retrovirus
para outros mamiferos e o homem. Outrossim, sugerimos futuramente a realizacéo de estudos virais nas espécies animais envolvidas

na transmissdo desses virus, para ampliar o entendimento da dinamica viral entre eles e a quiropetrofauna daregiéo.
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Abstract: Chaphamaparvovirus (CHPV) is a recently characterized genus of the Parvoviridae family whose
members can infect different hosts, including bats, which constitute the second most diverse order of
mammals and are described worldwide as important transmitters of zoonotic diseases. In this study,
we identified a new CHPV in bat samples from the municipality of Santarém (Para state, North Brazil). A
total of 18 Molossus molossus bats were analyzed using viral metagenomics. In five animals, we identified
CHPVs. These CHPV sequences presented the genome with a size ranging from 3797 to 4284 bp.
Phylogenetic analysis-based nucleotide and amino acid sequences of the VP1 and NS1 regions showed
that all CHPV sequences are monophyletic. They are also closely related to CHPV sequences previously
identified in bats in southern and southeast Brazil. According to the International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) classification criteria for this species (the CHPV NS1 gene region must have
85% identity to be classified in the same species), our sequences are likely a new specie within the
genus Chaphamaparvovirus, since they have less than 80% identity with other CHPV described earlier in
bats. We also make some phylogenetic considerations about the interaction between CHPV and their host.
We suggest a high level of specificity of CPHV and its hosts. Thus, the findings contribute to improving
information about the viral diversity of parvoviruses and show the importance of better investigating
bats, considering that they harbor a variety of viruses that may favor zoonotic events.

Keywords: Chaphamaparvovirus; metagenomics; Molossus; virome; diversity; bats; Amazon
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1. Introduction

Bats are the second largest order of mammals after rodents; they comprise nearly
20% of all classified mammal species worldwide, with over 1400 species. The order was
divided recently into two suborders: Yinpterochiroptera (or Pteropodiformes), which has five
families (i.e, Rhinopomatidae, Rhinolophidae, Hipposideridae, Craseonycteridae and
Megadermatidae) and Yangochiroptera (or Espertilioniformes) with fourteen families (i.e.,
Emballonuridae, Furipteridae, Miniopteridae, Molossidae, Mormoopidae, Mystacinidae,
Myzopodidae, Natalidae, Noctilionidae, Nycteridae, Phyllostomidae, Thyropteridae, Cistugidae,
Vespertilionidae) [1]. Many bats are insectivores, and most of the rest are frugivores (fruit
eaters) or nectarivores (nectar eaters).A few species feed on animals other than insects;
for example, vampire bats feed on blood. Most bats are nocturnal, and many roost in
caves or other refuges [2]. Since they can fly, it probably enabled them to spread widely
into all regions [3]. Apart from the Arctic, the Antarctic and a few isolated oceanic islands,
bats exist in almost every habitat on Earth. Tropical areas tend to have more species than
temperate ones. They are important in their ecosystems for pollinating flowers and
dispersing seeds; many tropical plants depend entirely on bats for these services [2].

Bats are widely regarded as special virus reservoirs due to their association with
sev- eral important zoonoses, including severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus (), Nipah henipavirus (Paramyxoviridae) and Ebola viruses (Filoviridae) [4-6].
However, transmission to humans usually involves an intermediate animal host (such as
pigs, camels and horses). Besides, although there is constant contact between humans and
bats in some world regions, most viral families that appear regularly in bat virome analysis
have not yet spilled over into human populations [7,8].

Potentially, viruses that infect bats can be transmitted to other species by many
routes, such as oral-fecal, droplets, airborne and contact with body fluids or tissues [9].
Direct transmission from bats to human has been ascertained by epidemiological and
molecularevidence. This was the case of the outbreaks of Nipah virus in Bangladesh
associated with the consumption of raw palm tree sap [10]. Other examples of direct
bat-to-human spillovers include several Marburg virus outbreaks across Africa [11]
and outbreaks of Lyssaviruses globally [12]. Likewise, retrospective serological studies
revealed Henipavirus spillover among bat hunters in Cameroon [13] and Filovirus
exposure of bat hunters in India [14]. There is indirect bat-to-human spillover involving
intermediate hosts, including the Hendra virus in 1994 involving horses [15] and the Nipah
virus in Malaysia in 1997 and 1998 related to the infection of pigs [16]. More recently, the
SARS-CoV 2002-2003 outbreak in southern China and the 2019 SARS-CoV-2 emergence in
central China were retrospectively connected to bat populations and appeared to involve
intermediate hosts [17,18]. There is also the possibility that some viruses (arboviruses)
are vectored by hematophagous insects from bats to humans and other species [19].
Despite the overlap of ecological niches of bats with many hematophagous arthropods
such as Aedes mosquitoes, the potential role for bats as reservoirs for arboviruses is still
unclear [19,20]. For example, Dengue virus nucleic acid and antibodies have been
detected in wild-caught Mexican and Caribbean bats [21],but experimental infections
of Artibeus sp. bats with DENV-2, DENV serotypes 1 and 4 resulted in low levels of
viremia, low rates of seroconversion and a lack of detection of viral RNA [22,23]. In
addition, an extensive survey in 205 bats captured in households from Costa Rica
found low frequency and low levels of DEN [20], thus suggesting that bats havelittle
impact as reservoir hosts for DENV.

The distinctiveness of these flying mammals contributes to the zoonotic risk posed
by bat viruses. Bats have a wide range of species; they live all over the globe, and some
migrate. They are social animals with very large roosting numbers and species co-
habitation, which creates an ideal environment for virus transmission [8,24]. It is
important to understand how the flight-adapted physiology of bats leads to a significant
viral burden [7,25], because the normal pathology observed in humans and experimental
animal models in response to viral infection does not appear to occur in bats [26,27]. Bats
are sometimes considered silentvirus carriers. This could be due to their distinct anti-
inflammatory and proinflammatory
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responses, as well as distinct immunological attributes such as the low number of
interferongenes and the fact that interferon genes are always produced in the absence
of an activated immune response [28].

In fact, about 75% of human infectious diseases are zoonoses [25-29], of
which a considerable proportion are transmitted by either rodents or bats [30,31].
Although bats have more zoonotic viruses per species, the total number of zoonotic
viruses found in bats is smaller than in rodents due to the fact that there are almost
twice as many rodent species as bat species. As a result, rodents should remain a
critical concern as new viral reservoirs [32,33]. However, bats exhibit an unusual
immunological response to viral infections [28]. It has been proposed that rapidly
transmitting viruses that have evolvedwith bat immune systems will likely cause
increased pathogenicity after emergence in secondary hosts [34]. This may potentially
enhance the emergence of occasional epidemics such as SarsCov2 [25,35,36].
Therefore, to further assess the zoonotic potential of virus-infecting bats, a greater
understanding of their antiviral responses is required.

In this context, as Brazil is a continental country, recently experiencing vast
de- forestation in the Amazon region, there is also a great diversity of bats in the
country. Brazil bears one of the greatest diversities of bats in the world; there are 184
species, dis-tributed in 72 genera and 9 families [37,38]. According to the Database
of bat-associated viruses (http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/DbatVir, accessed on 9
February 2023), there are755 sequences of viruses identified in bats in Brazil. Majority
of these viruses belong to the Rhabdoviridae family (60.5%), followed by the family
(21.2%) (see Table S1 for details). There are only three sequences of viruses in the
Parvoviridae family identified so far in Brazilian bats [39,40]. It is known that
parvoviruses constitute a highly diversified group of viruses and can infect vertebrate
and invertebrate hosts [41]. Therefore, the investigationof this family of viruses in
different species need to be better explored [42,43].

In this study we used a metagenomic next generation (NGS) approach to analyze
the diversity of viruses in the endemic insectivorous Molossus molossus bats captured in
the municipality of Santarém, North Brazil. We found a new species of
Chaphamaparvovirus (CHPV) Molossus molossus bats and performed a phylogenetic
study to show that there areat least three CHPV species in Brazilian bats. We also raised
some hypotheses about the interaction between CHPV and its hosts. These data

contribute to improving informationon viral diversity in bats and the surveillance of
zoonotic diseases in North Brazil.

2. Materials and Methods
2.1. Sample Collection

Bats were captured in the municipality of Santarém, located in the state of Para in
the lower Amazon region. In total, 18 Molossus molossus were captured. The velvety free-
tailed bat, or Pallas’s mastiff bat (Molossus molossus), is a bat species in the family
Molossidae [44]. They have short, velvety, very soft fur, ranging from dark brown to
reddish brown; the whole body or parts of it have white spots in different parts (ears,
wing membrane, fur and tail), while in the second there is a total absence of melanin.
The tail is thick and free of its membrane, and for this last characteristic they are
popularly known as free-tailed bats. Their weight ranges from 10 to 30 g, making them
medium-sized among bats. The members of this family in turn are considered by statistics
the fastest bats in flight; the females are smaller than the males; they are specialized
insectivores [45]. They are found throughout the Americas, from the southern United
States (Florida) to Uruguay. They are found from humid forests to urban areas, living
under trees, inside caves, house linings, abandoned structures and buildings under
construction; this adaptation to urban areas is due to the high presence of insects [46].

We detected in five animals CHPV sequences (i.e, CHPV_008, CHPV_B08,
CHPV_R04, CHPV_F01 and CHPV_R02). Samples were taken from liver (CHPV_F01),
spleen (CHPV_B08),kidney (CHPV_R02 and CHPV_R04) and the oral cavity (CHPV_008).
The locations of these samples are indicated in Figure S1 (Supplementary Materials).

Animals were euthanized by intramuscular injection of xylazine hydrochloride (1
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mg/kg)associated with ketamine hydrochloride (1-2 mg/kg), followed by intracardiac
injection of phenobarbital (40 mg/kg).

To carry out this study, we obtained approval from the Ethics Committee on
Ani- mal Use of the Universidade Federal do Oeste do Para (CEUA/UFOPA) under
number 0220220128 and from the Biodiversity Authorization and Information
System (SISBIO- 18313-1) to capture the chiropterans. The necropsy was performed
in the Laboratory ofAnimal Morphophysiology of the Universidade Federal do Oeste
do Par3, following the institutional norms of biosecurity.

2.2. Processing of the Samples

We initially performed the aliquot of the samples to have enough material to
perform all steps of the sequencing protocol applied to viral metagenomics (Next
Generation Sequencing) [47].

Organ fragments were first macerated in tissue disruptor, then diluted in 1
mL of Hanks buffered saline solution (HBSS), added to a 2 mL tube containing lysis
matrix C (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA), followed by “rigid rotation” in a
Beckman CoulterOptima LE-80 ultracentrifuge with Heraeus Maximum rotor at
32.000 rpm for 5 min to sediment the viral particles. A total of 500 uL of the
supernatants was put through 0.45 pyM

filters (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) to remove particles of eukaryotic and
bacterial

cells. Approximately 100 pL of PEG-it virus precipitation solution (System
Biosciences, Palo Alto, CA, USA) was added to the filtrate and the contents of the tube
were gently homogenized, followed by incubation at 4 °C for 24 h. After the
incubation period, the mixture wa$ centrifuged at 10,000 g for 30 min at 4 °C and the
supernatant (~300 pL) was discarded. The pellet, rich in virus-like particles (VLPs),
was treated with a combination of nuclease enzymes (TURBO DNase and RNase
Cocktail Enzyme Mix-Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA; Baseline ZERO
DNase and RNase-Epicenter, Madison, WI, USA; Benzonase-Darmstadt, Darmstadt,
Germany, and RQ1 DNase-Free DNase and RNase A Solution-Promega, Madison, WI,
USA) to digest unprotected nucleic acids. The resultingmixture was subsequently
incubated at 37 °C for 2 h.

After incubation, viral nucleic acids were extracted using Maxwell® 16 Viral
Total Nucleic Acid Purification Kit (Promega, WI, USA) according to the
manufacturer’s proto-col. The cDNA synthesis was performed with AMV reverse
transcription (Promega, WI, USA). A second strand of cDNA synthesis was
performed using DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment (Promega, WI, USA).

Viral DNA was enriched by rolling circle amplification (RCA) using the
TempliPhi 500 Amplification Kit (Cytiva, CA, USA). Briefly, 1 pL of nucleic acid extract

plus 5 pL of the kit sample buffer was heated to 95 °C for 3 min, cooled on ice, and 5
UL of the kit reactionbuffer and 0.2 pL of Enzyme mix (Phi29 DNA polymerase)

added. The RCA reaction was incubated at 30 °C for 24 h, followed by heat
inactivation at 65 °C for 10 min.

Subsequently, duplicated sample (total nucleic acid and RCA) submitted via a
Nextera XT Sample Preparation Kit (Illumina, CA, USA) was used to construct a DNA
library, identified using dual barcodes. For size range selection, Pippin Prep (Sage
Science, Inc.) was used to select a 600 bp insert (range 500-700 bp). The library was
deep-sequenced using the NovaSeq 6000 Sequencer (Illumina, CA, USA) with 250 bp
ends. Bioinformatics analysis was performed according to the protocol described by
Deng et al. [48]. Contigs that shared a percent nucleotide identity of 95% or less were
assembled from the obtained sequence reads by de novo assembly. Based on the
bioinformatics pipeline used [48], no reads related to human, plant, fungal, or bacterial
sequences were obtained. The final near complete genomes were mapped with Geneious
R9. All sequences generated in this study were deposited in the Genbank with the
accession numbers 0Q420631-0Q420635.

2.3. Bioinformatics Analysis

The raw reads obtained from Illumina sequencing were pre-processed, where:
(a) the paired-end sequence records were removed from both ends, (b) the low-quality
sequences (raw data generated from reads less than 100 bp in length) and the
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adapter and primer sequences were cut using the VecScreen based on BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) in the default parameters (MCGinnis and Thomas, 2004)
and finally (c) the readings that contained homopolymer and duplicated readings were
identified and removed. Bioin- formatics data were analyzed according to the
previously described protocol [47]. The contigs resulting were compared using
BLASTx and BLASTn to search for similarity with viral proteins and nucleotides,
respectively, from the GenBank genetic sequence database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov, accessed on 21 December 2022). The best results
from searches in BLAST (with the highest percentage of sequence similarity already
deposited in Genbank) were selected and, to reduce the number of random matches, E
values (e-value)were defined in each search.

2.4. Genome Annotation

The nucleotide sequences of the genomes and the amino acid sequences of
the NS1 and VP1 proteins from the genomes of CHPV detected in this study and other
related viruses were selected based on the best results (best hits) of the BLAST search.
Using MAFFT tools, complete or nearly complete genomes were aligned [49]. The SF3
Helicase domain and protein motifs of conserved proteins were predicted using
InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/, accessed on 10
January 2023) and Motif Finder (https://www.genome.jp/tools/motif/, accessed on
12 January 2023), respectively.

2.5. Genetic Distance

The genetic distance and its standard error were calculated using the
composite maximum likelihood model plus gamma correction and bootstrap with
1000 replications.Distances were calculated using MEGA software (Version X) [50].
To estimate sequence similarity, a pair-wise method implemented in the SDT program,
version 1.2 [51], was used. Estimating the similarity alignments of each unique pair of
sequences was performed using algorithms implemented in MUSCLE [52]. After
calculating the identity score for each pair of sequences, the program uses the
NEIGHBOR component of PHYLIP to calculate a tree. The rooted neighbor joint
phylogenetic tree orders all sequences according to their probable degrees of
evolutionary relatedness. The results are presented in a frequency distribution of
paired identities in a graphical interface.

2.6. Phylogenetic Analysis

Phylogenetic trees were constructed using the maximum likelihood
approach, and branching support was estimated using a bootstrap test with 1000
replications usingthe 1Q-Tree tool [53]. Trees were visualized and edited using
Figtree version 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree, accessed on 9
February 2023).

2.7. Likelihood Mapping

Likelihood mapping is an approach that explores the phylogenetic content of
a set ofaligned sequences [54]. The method is based on an analysis of the maximum
likelihoods for the three fully resolved tree topologies that can be computed for four
random sequences. The three likelihoods are represented as one point inside an
equilateral triangle. The central region of the triangle represents star-like trees
(unresolved), vertices represent well-resolved phylogenies and regions connecting the
vertices reflect the situation where it is difficult to distinguish between two of the three
trees. The location of the likelihoods in the triangle indicates the phylogenetic
pattern in the alignment. Thus, likelihood mapping can be used to test a posteriori
the phylogenetic signal and the confidence of an inner branch in aphylogenetic tree.
The likelihood mapping was performed using the software tree-puzzleversion 5.3
(Likelihood-mapping).

2.8. Phylogenetic Networks

We used phylogenetic networks to explore reticulated evolution in the CHPV
se- quences. Networks are graphs used to visualize evolutionary relationships when
retic- ulation events such as hybridization, horizontal gene transfer, recombination,
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or gene duplication and loss are involved. They differ from traditional phylogenetic
trees by the explicit modeling of richly linked networks, by means of the addition of
hybrid nodes (nodes with two parents) instead of only tree nodes (a hierarchy of
nodes, each with onlyone parent). They are more realistic models of evolution.
Moreover, network methods also provide a value tool for phylogenetic inference
even when reticulation events do not play an important role. The combined effect of
sampling error and systematic error makes the phylogenetic inference uncertain, and
network methods provide tools for representing and quantifying this uncertainty. We
used the neighbornet approach implemented in the Splitstree version 4.18.3 [55].

3. Results
3.1. Characterization of Samples

We were able to retrieve five contigs, near full-length genomes of CHPV, and
blast searches indicated that the best cognate reference was NC_032097. This
sequences is a CHPV previously identified in hematophagous Desmodus rotundus bats
in southern Brazil. The genome size of our sequences ranged from 3797 to 4284 bp,
consistent with other parvoviruses (<4 kb), with a GC content between 44.03 and
44.89%. BLASTn comparative analysis showed that the sequences described here had
alow identity in the NCBI nu- cleotide database (>80.19%), with coverage of up to 91%
with the NC_032097. Descriptions of size and similarity, based on BlastN searches, are
summarized in Table 1.

Table 1. Nuclectide identity of CHPV sequences identified in M. molossus,

Nucleotide

Name Size (Base Pairs) Coverage Identity E-Value
CHPV_008 4284 89%, 78.71% 0.0
CHPV_BOS 3797 89% 80.19%; 0.0
CHPV_RO4 3800 1% 79.61% 0.0
CHPV_FO1 4281 0% 78.91% 0.0
CHPV_RO2 4001 0% 79.54% 0.0

ID: Percentage of identity between our CHPY sequences and the CHPV reference NC_032097,

3.2.  Comparative Analysis of Genomes

In all CHPV sequences described here, the NS1 and VP1 regions were
detected, as well as the SF3 Helicase protein domain, characteristic of the Parvoviridae
family.

To analyze the differences between the sequences, we selected the region of the
NS1 protein as it is the most used for taxonomic classification. We compared the
amino acid region NS1 of the reference sequences (MG693107, MT734803, ]X885610 and
NC_032097.1) with those detected in the present study (CHPV_008, CHPV_BO0S,
CHPV_R04, CHPV_F01, CHPV_R02). The CHPV sequences were detected with three
motifs: (I) parvovirus NS1 non-structural protein; (II) papillomavirus helicase; and
(III) threonyl carbamoyl adeno-sine biosynthesis protein TsaE, besides dynein and
ATPase domains (AAA7, AAA15 and AAAZ23). Interestingly, the CHPV sequences
described here have an additional motif (DUF3648) with an unknown function (Figure
1). The DUF3648 motifis located betweenresidues 107 and 153 of the NS1 protein of
all Brazilian Molossus CHPV (i.e., 107RS-
DSFKRTLERVWKDVSIVAMSDIELPDPTLEVVKCQKCHKPSSLIS153). We also found an
additional ORF within the NS1 region, which seems to be a common feature of all
chaphamaviruses [56]. The alignment of Brazilian CHPV identified in Molossus molossus is
summarized in Figure S2 (Supplementary Materials).
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Figure 1. Motifs in the CHPV non-structural protein (NS1). Figure shows the motifs detected
in theNS1 protein of CHPV. Motifs were detected using the server MotifFinder and the Pfam
database was used as reference (https://www.genome.jp/tools/motif/, accessed on 22
January 2023).

3.3. Phylogenetic Inference

Initially, we inferred a phylogenetic tree with reference sequences of
parvoviruses from the subfamilies of Parvovirinae, Densovirinae and
Hamaparvovirinae, using completegenomes (tree not shown). The tree shows that all
the CHPV sequences of this study are monophyletic and clustered in the subfamily
Hamaparvovirinae genus Chaphamaparvovirus. This monophyletic group is in a clade
formed by sequences identified in bats (NC_032097identified in Desmodus rotundus
and MH170363_ identified in Artibeus lituratus). Next, to obtain more resolution we
used only complete genomes of chaphamapavoviruses and constructed a maximum
likelihood tree (Figure 2). This tree shows multiple clusters with high bootstrap
support. Most of these clades composed by a unique kind of host were collapsed to
facilitate the visualization (i.e., Feline, Canine and Avian). The topology of the tree
also indicates that all CHPV from Molossus bats are monophyletic (delineatedby a
blue rectangle). Another important feature of the tree is the clade formed by CHPV
identified in Brazilian bats with high support.
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Figure 2. Maximum likelihood tree of chaphamaparvoviruses. The tree was constructed
using complete CHPV. Some clades composed by sequences isolated from the same host (i.e.,
Feline, Canine and Avian) were collapsed to facilitate the visualization. Sequences identified in
bats are indicated by magenta color. The tree is unrooted and numbers in the nodes represent
bootstrap values. Horizontal line under the tree indicates the number of nucleotide substitutions
per site. The tree was constructed using GTR model plus gamma correction and the proportion
of invariable sites was estimated. Bootstrap values were calculated using the ultra-fast
approximation approach [57].

To better clarify the relatedness of our sequences and other CHPV references,
we evaluated the phylogenetic signal of the alignments and constructed trees using
VP1 (Capsid) and the NS1 genomic regions. Initially, we show that the phylogenetic
signal in alignment with VP1 and NS1 regions is better than the signal in the alignment
of the complete genome. To obtain these results we used the likelihood mapping approach
[54]. This analysis is based on the assumption that by plotting the likelihood of all
possible quartets on a three-dimensional coordinate system (triangular surface) it is
possible to determine the number of unresolved quartets (star-like trees). Ideally, fully
resolved quartets will occupy vertices of the triangular surface whilst star-like trees will
occupy the center of the triangle. In this regard, alignments containing a strong
phylogenetic signal will provide likelihood maps in which the proportion of plotted
likelihoods in the centerof the triangle is inferior to the sum of the likelihoods plotted
in the three vertices (see the diagram in Figure 3a). Our results showed that the NS1
regions are the best genomicregions for performing a phylogenetic study since they have
43.1% fully resolved quartets compared with the 42.2% of star trees (Figure 3b). This is
probably because VP1 are highly variable regions with many invariable sites and some
deletions/insertions.
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b)
40.5% < 46.2% 43.2% < 44.9% 43.1% > 42.2%
AN A ANN A

genome VP1 (capsid)

Figure 3. Maximum likelihood map. (a) Schematic representation of the maximum
likelihood mapapproach. In the triangular surface, individual likelihoods of all possible
quartets will be plotted. The likelihoods of resolved quartets occupy vertices of the triangle
and the likelihoods of unresolved trees will occupy the center of the surface. Alignments
with proper phylogenetic signals generate likelihood maps in which the proportion of
plotted likelihoods in the center of the triangle is lower than the sum of likelihoods in all
vertices (diagram in the gray area). (b) Likelihood maps of the genome, VP1 and NS1
regions of parvoviruses.

Since the NS1 regions of CHPV have the better phylogenetic signal, we used
these regions and constructed a maximum likelihood tree to obtain more details about
the relatedness of these viruses. Likewise, the NS1 tree shows many well supported clades
are composed by CHPV identified in a same category of host (Figure 4). For example, the
clade Feline is composed of sequences identified in domestic cats from distinct regions
(Figure 4). In the same way, the cluster Brazilian bats is equally composed of CHPV
identified in bats from Brazil. Moreover, CHPV identified in certain categories of birds
tend to clustertogether, such as psittacines and passerines.
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Figure 4. Maximum likelihood NS1 tree. Numbers above branches are bootstrap values.
Sequences identified in bats are indicated by magenta color. The tree is unrooted and
numbers in the nodes represent bootstrap values. Branches are colored according to the
bootstrap support following color scale indicated in the figure. Horizontal line under the
tree indicates the number of nucleotide substitutions per site. Clades in which CHPV was
detected in the same category of host are indicated by names (Avian, Rodent, Bats, Feline
and Canine). The tree was constructed using the GTR modelplus gamma correction and
the proportion of invariable sites was estimated. Bootstrap values were calculated using the
ultra-fast approximation approach [57].

3.4. Reticulated Evolution of CHP

Previously, we found a high percentage of unresolved trees in CHPV
sequences. Thissuggests that the evolutionary history of these strains is complex.
Then, we decided to investigate the evolutionary scenario of CHPV sequences using
a network approach. Phy-logenetic analysis provides a scenario where two related
sequences share a hypothetical ancestor, thus generating a bifurcating tree. The
network method, on the other hand, provides a general description of the complexity
of the evolutionary history of sequences;it generates reticulated graphs in which the
edges represent the evolutionary connection among sequences. The results
indicated by the network reveal some level of reticulated evolutionary events among
the main CHPV clades (Figure 5). We found some reticulatededges (indicated by
arrows) connecting the groups Bats and Rodent. There are also manyreticulations
among sequences in the group avian. This is in concert with the phyloge- netic
analysis that showed the avian clade is composed by subclusters (passeriformes,
psittaciformes piciformes, galliformes, anseriformes and gruiformes.
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Figure 5. Network graph of the NS1 genomic region of CHPV. The diagram shows a network

clustering similar sequences. The main clusters are indicated by different colors. Sequences
from this study are highlighted. Arrows indicate reticulated edges connecting sequences.
Distances were calculated assuming the HKY85 evolutionary model. The network was

constructed using theneighbornet approach implemented in Splitstree version 4.18.3 [55].

3.5. Genetic Diversity

We used the nucleotide similarity of NS1 to compare the variability of our
sequences and some CHPV references. For this comparison we used CHPV sequences
from bats plus sequences from the rodent clade: one sequence identified in capuchin
kidney; one identified in Ursus americanus; one identified in Tasmanian devil
(Sarcophilus harrisii) and one CHPV sequence identified in Gulf pipefish (Syngnathus
scovelli). The pairwise identity matrix indicates that the mean identity among CHPV
identified in Molossus bats is 96% (gray rectangle in Figure 6a). In general, the
pairwise identities of CHPV from different hosts ranged from 58% to 79%. The
percentage of NS1 identity between CHPV identifiedin Molossus molossus and CHPV
identified in Desmodus rotundus is 76% while the identity with CHPV identified in
Artibeus lituratus is 78% (Figure 6b). It is important to mention that the overall
genomic nucleotide diversity among the Molossus molussus CHPV is 0.1%.In contrast,
the general diversity of CHPV identified in bats is higher than 50%.
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Figure 6. Nucleotide identity of NS1 of CHPV. (a) Identity matrix showing pairwise
comparisons among distinct CHPV sequences. (b) Chart depicting the pairwise identity
of NS1 gene in CHPV identified in Brazilian bats.

4. Discussion

Previous investigations in Brazil have already reported the identification of
many viruses in bats. Most studies, however, have been performed in southern Brazil
[40,42]. Viral investigations of Molossus molossus, Artibeus lituratus and Sturnira lilium
indicated that these bats are commonly infected by Flavivirus, Coronavirus,
Arenavirus, Paramyxovirus,Adenovirus, Papillomavirus and Parvovirus [42,46]. This
shows the extreme importance of viral surveillance in bats [29].

Here, we report the molecular characterization of CHPV sequences identified in
bats captured in the northern region of Brazil. We found five closely related CHPV
sequences retrieved through the NGS of samples (oral swab, spleen, liver and kidney)
from bats ofthe Molossus molossus species.

Parvoviruses have a genome consisting of linear single-stranded DNA (ssDNA)
with terminal repeat structures [41]. The genome encodes two open reading frames
(ORFS) that encode the NS1 proteins associated with the replication region (rep) and the
Vp1l protein related to the capsid region (cap) [58]. They belong to the Parvoviridae
family, which is subdivided into three subfamilies Parvovirinae, Densovirinae and
Hamaparvovirinae [59,60]. The subfamily Hamaparvovirinae is divided into five genres:
Brevihamaparvovirus, =~ Chaphama-  parvovirus ~ (CHPV),  Hepanhamaparvovirus,
Ichthamaparvovirus and Penstillaparvovirus [59].

The genus Chaphamaparvovirus contains 16 species, all described through
metage-nomic investigations. Members have been described since 2012 [59] in various
hosts such as rodents [60], birds [61-63], reptiles [64], turkeys [65], pigs [66], fish
[67], dogs and cats [68-70]. Furthermore, CHPVs have already been detected in human
samples [71].Chaphamaparvovirus has also been identified in different geographic
regions (Australia, Brazil, Canada, China, France, Holland and Switzerland), hosts and
samples, such as in human plasma samples [59-67]. Nevertheless, molecular,
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epidemiological and pathogenic characteristics have not yet been fully established
[65].

We performed a detailed phylogenetic analysis using the complete genome and
NS1 region. The results showed that the sequences identified in this study are
monophyletic and belong to the same CHPV lineage because they have 96% of
identity in the NS1 generegion. Phylogenetic trees also show that the closest CHPV
to our sequences are closely related with sequences previously identified in
hematophagous Desmodus rotundus bats in southeast Brazil [40] and insectivorous
Artibeus lituratus bats from South Brazil [72]. The median identity between our
sequences and the Desmodus rotundus CHPV is 76%. The Desmodus rotundus is a
hematophagous bat that is endemic in Brazil [42,48]. Desmodus rotundus bats have a
broad distribution and can live in urban and in rural areas as well [73]. Although these
bats have distinct feeding behaviors, they cohabit in many regions, and colonies of
these bats can share resting places such as caves and abandoned buildings.

We found that the median identity between our sequences and the Artibeus
lituratus CHPV was 78%. The bats are frugivorous and also endemic in Brazil [74]. It is
important to mention that the NS1 nucleotide identity between Desmodus rotundus CHPV
and Artibeus lituratus CHPV is 81%. Accordingly, the amino acid identities of our
sequences with Desmodus rotundus CHPV and Artibeus lituratus CHPV are 76% and
69%, respectively. Likewise, the identity between Desmodus rotundus CHPV and
Artibeus lituratus CHPV is 71%. The criteria adopted by the ICTV for parvovirus
classification at the species level specify that amino acid identity of the NS1 protein
lower than 85% is enough to define anew species [41]. Another feature of the CHPV in
Molossus molossus bats is the presence of the DUF3648 motif, which is a unique signature
of the VP1 of these bats. Consequently, the CHPV identified in Molossus molossus bats
are indeed a new species.

Another observation of our analysis of CHPV sequences is the clustering
pattern observed in trees inferred with complete genomes or the genes VP1 and NS1.
In all trees,there are some phyloclades with high support, and these clades are
mostly composed by CHPV identified in the same category of animals. For
example, the Canine clade has 14 sequences from members of the Canidae family
(dog, wolf and coyote) and two sequences identified in domestic cats. The same pattern
is observed in the passeriforme and psittaciforme clades. In the same way, CHPV
identified in Brazilian bats cluster together.Although it is not possible to determine
the natural hosts of viral sequences generated by metagenomic studies, the
phylogenetic evidence of host-virus association can be usedas a proxy in this
association. Besides, the clustering networks also indicate that CHPV isolated in
certain species are closely related. Therefore, it is tempting to suggest that there is a
correlation between CHPV and its hosts, with eventual cross-species transmissions.
If the clustering pattern observed in CHPV is due to virus-host specificity, then
it is in contrast with the plasticity of carnivorous protoparvovirus to infect multiple
species. Protoparvovirus naturally infect a plethora of hosts in the order Carnivora.
They share 98% identity in the nucleotide sequence and have common ancestors in the
recent past. For example, the feline panleukopenia virus (FPV) infects domestic cats
(Felis catus) and other

carnivores including the American mink (Neovison vison), raccoon (Procyon lotor)
Puma

(Puma concolor). The FPV sequences of lineages isolated from distinct hosts
intermingle in phylogenetic trees, indicating that this virus easily spreads among
distinct species. In the same way, the canine parvovirus (CPV) infects domestic dogs
(Canis lupus familiaris),wolves (Canis lupus) and coyotes (Canis latrans) [75,76].
Conversely, our phylogenetic analysis showed that evolutionary clades in CHPV are
mostly structured according to the host in which this virus was identified.
Although CHPV share a remote ancestry with other parvoviruses and some features
of their genomes are conserved, the host adaptive evolution of CHPV might differ
from other members of the Parvoviridae family. Chaphamaparvovirus was recently
identified by metagenomic virus studies and there are low numbers of sequences
originated from independent studies in public databases. Little is known about the
life cycle, host range and cell tropism of this virus. To better understand the
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evolutionary complexity of CHPV, further studies need to be performed in order to
increase the number of CHPVs identified in different species.

5. Conclusions

The introduction of sequencing platforms associated with a metagenomic
approach to the identification of new viruses, including potentially zoonotic ones, has
become more frequent. For example, SARS-CoV-2 probably originated from a
zoonotic event involving bats and other unknown species. Since bats are natural
reservoirs of many pathogens and Brazil has one of the greatest bat diversities, viral
surveillance, especially of bats living near humans, is extremely important to expand
our epidemiological and demographic knowledge regarding viruses infecting bats.

Supplementary Materials: The following are available online at
https://www.mdpi.com/article/ 10.3390/v15030606/s1. Figure S1: Map showing the
locations where bats were captured; Figure S2: Alignment of Molossus CHPV. Table S1:
Virus families identified in Brazilian Bats.
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