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ESTUDO METAGENOMICO PARA MONITORAMENTO DE VIRUS EM AMOSTRAS
DE MORCEGOS DO PROGRAMA DA RAIVA DO RIO GRANDE DO SUL !

RESUMO

Morcegos sdo reservatorios naturais de uma grande variedade de virus de interesse a
salde publica, incluindo virus zoonOticos que podem causar patologias graves aos
humanos. Dados epidemioldgicos demonstram que 0 morcego € a espécie animal
responsavel pela maioria dos casos de raiva humana no Brasil nas ultimas duas décadas.
A mudanca no perfil epidemiologico desta doenca, que anteriormente era
predominantemente transmitida por cées, gerou um aumento nas amostras de morcegos
enviadas aos Orgdos publicos para a vigilancia do virus rabico. No presente estudo,
amostras obtidas de morcegos urbanos da espécie Tadarida brasiliensis monitorados no
ambito do Programa de Controle e Profilaxia da Raiva do Estado do Rio Grande do Sul
foram analisadas por abordagem de metagendmica, com objetivo de identificar outros
virus, que representassem risco a salde publica ou ndo, colaborando para a melhor
compreensdo da diversidade viral destes animais. Foram encontradas sequéncias
relacionadas a 04 familias virais que infectam uma ampla variedade de hospedeiros:
Anelloviridae, Circoviridae, Papillomaviridae e Poxviridae. Estes achados auxiliam no
melhor conhecimento sobre os virus carreados por morcegos desta regido e demonstram
que o uso da metagendmica como instrumento de vigilancia amplia a gama de virus de

interesse que podem ser monitorados nestas amostras.

Palavras-chave: Metagen6mica, morcegos, virus zoonoticos, vigilancia.

Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Veterinarias — Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Mar¢o, 2018.



METAGENOMIC STUDY FOR MONITORING VIRUSES IN BAT SAMPLES
FROM RABIES CONTROL PROGRAM !

ABSTRACT

Bats are natural reservoirs for a wide variety of viruses of public health concern,
including zoonotic viruses that can cause severe diseases in humans. Epidemiological
data revealed that bats are the animal species responsible for most cases of human
rabies in Brazil in the last two decades. This change in the rabies epidemiological
profile, which was previously predominantly transmitted by dogs, generated an increase
in the number of bats samples sent to public organs for surveillance of rabies virus. In
the present study, samples obtained from urban bats from the species Brazilian free-
tailed bat, monitored under the Rio Grande do Sul State Rabies Control and
Prophylaxis Program were analyzed by a metagenomic approach with the objective of
identifying other viruses, that pose as a risk to public health or not, providing a better
understanding of bats viral diversity locally and in the general way. Sequences related
to 04 viral families that infect a wide variety of hosts have been found: Anelloviridae,
Circoviridae, Papillomaviridae e Poxviridae. These findings improves the knowledege
about the viruses carried by these animals and demonstrate that the use of
metagenomics as a surveillance tool expand the range of viruses of public health

concern investigated in these samples.

Keywords: Metagenomics, bats, zoonotic virus, surveillance.

Master of Science Thesis in Veterinarian Sciences —Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. March, 2018.
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1. INTRODUCAO

Dentre os animais silvestres que agem como reservatorios de virus, 0s morcegos
parecem ter importancia destacada. Os virus originados em morcegos sdo responsaveis
pelos mais graves episddios de doengas zoonoticas emergentes das ultimas décadas
(PLOWRIGHT et al., 2014). Alguns destes virus sdo conhecidamente agentes de
doencas importantes para humanos e animais, como o virus rabico, 0s coronavirus da
Sindrome Respiratoria Aguda dos Humanos (SARS-CoV) e Sindrome Respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV), e o filovirus Ebola. Outros virus tais como herpesvirus,
alfavirus, flavivirus e buniavirus foram detectados, mas ndo se sabe qual a real
importancia dos morcegos como reservatorios e potenciais transmissores
destesvirus(CALISHER et al., 2006; LERQOY et al., 2005). No caso do coronavirus
MERS-CoV, filogeneticamente relacionado ao SARS-CoV, aparentemente o
reservatorio intermediario sdo dromedarios. E possivel que o reservatorio principal do
MERS-CoV sejam espécies de morcegos que ocorrem naquela regido geografica. Desde
2012 até o momento ha mais de 2140 casos confirmados de infeccdo por MERS-CoV
(http://ww.who.int/emergencies/mers-cov/en/) reportados em 27 paises, com uma
letalidade média de 30 % (LIN et al., 2014). Em 2013 foi detectado Alphacoronavirus
em morcegos urbanos insetivoros da regido urbana de Porto Alegre, no Rio Grande do
Sul. Apesar dos alfacoronavirus ndo apresentarem risco a saude humana, o fato de virus
desta familia terem sido encontrados em morcegos urbanos aponta para a necessidade
da avaliacéo do risco que os virus destes animais podem representar para saude publica
e para a vigilancia continua (BONNY et al., 2017; SALES LIMA et al., 2013). Até o
momento, 0 virus da raiva € o0 Unico virus de importancia zoonoOtica associado a
morcegos no Rio Grande do Sul.

Todos os anos tém sido documentados novos patdgenos em morcegos, a maioria
deles ainda ndo caracterizados (KUZMIN et al., 2011).0 motivo pelo qual diferentes
espécies de morcegos podem albergar tantas espécies de virus permanece um assunto a
ser elucidado. Fatos como longevidade, aspectos evolutivos, estrutura populacional,
habitos migratorios e aspectos da imunologia dos morcegos parecem contribuir para o
seu papel como reservatorio desta grande variedade de virus. Além disso, sdo animais
capazes de voar por longas distancias e compartilhar, em alguns casos, 0 mesmo abrigo
ou ambiente. Especula-se que estas caracteristicas possam facilitar a persisténcia e

transmissao de virus entre morcegos (CALISHER et al., 2006).


http://www.who.int/emergencies/mers-cov/en/

Quirdpteros, nome dado a ordem que compreende 0s morcegos, constitui um dos
grupos mais diversificados entre todos os mamiferos e representam, por si s6, mais de
20% de todas as espécies de mamiferos conhecidas (REIS et al., 2007). Pouco €
conhecido sobre a ocorréncia e sanidade destes animais em areas urbanas. No Brasil,
boa parte do conhecimento da biologia das espécies de morcegos que habitam nas
cidades se deve as amostras enviadas ao Programa de Controle da Raiva, a titulo de
vigilancia passiva. Nao obstante a diversidade bioldgica e constantes interacdes entre as
pessoas e morcegos, 0 monitoramento dos agentes infecciosos com potencial zoon6tico
em morcegos é praticamente inexistente. O presente estudo, que tem em vista
identificacdo de virus e a vigilancia preditiva de virus de interesse em satde publica,foi
realizado em amostras de fezes e urina coletadas durante as atividades do Projeto de
Monitoramento de Morcegos, realizado regularmente na rotina de atividades do
Programa de Controle e Profilaxia da Raiva — PECPR. Assim sendo, a justificativa e o
objeto desta pesquisa vao de encontro as diretrizes da Vigilancia em Salde no ambito
geral do SUS e do Centro Estadual de Vigilancia em Saide do Rio Grande do Sul,
orgdo executor das acdes de vigilancia ambiental e do Programa Estadual de Controle e
Profilaxia da Raiva no Rio Grande do Sul, que tem entre seus objetivos estabelecer os
principais parametros, atribuicfes, procedimentos e acbes relacionadas a vigilancia
ambiental em salde nas diversas instancias de competéncia, identificando riscos,
divulgando informacdes referentes a fatores ambientais condicionantes e determinantes
que interfiram na salde humana em especial as relativas a vetores, reservatorios e
hospedeiros.Para realizagdo deste estudo foram utilizadas amostras coletadas em dois
municipios do Rio Grande do Sul, em abrigos monitorados, utilizados pela espécie
Tadarida brasiliensis, animais considerados sinantropicos e por isso de grande interesse
para a saude publica.

A pesquisa foi realizada através da extragdo de acidos nucléicos, submetidos a
analise através da metagendmica para identificacdo de sequéncias gendmicas de virus

potencialmente patogénicos ou ndo que estivessem presentes nas amostras.
1.1 Objetivo Geral
Contribuir para a identificagdo e monitoramento viral em morcegos, visando

uma vigilancia preditiva, através de amostras do Programa de Controle e Profilaxia da

Raiva



1.2 Objetivos Especificos

Realizar o sequenciamento de alto desempenho visando identificar genomas de
virus a partir de amostras bioldgicas de morcegos Tadarida brasiliensis coletados no
Rio Grande do Sul;

Analisar, por meio de ferramentas de bioinformatica, os dados provenientes do
sequenciamento das amostras;

Identificar virus conhecidos e novos encontrados nas amostras, comparando com

populacBes virais ja descritas nas diferentes espécies de morcegos;

2. O Programa da Raiva no Rio Grande Do Sul — Programa Estadual de
Controle e Profilaxia da Raiva - PECPR

O Programa Estadual de Controle e Profilaxia da Raiva (PECPR) foi implantado
no Rio Grande do Sul em 1976, seguindo as diretrizes do Programa Nacional de
Controle e Profilaxia da Raiva (PNCPR). Desde o inicio do programa nos anos 70 até o
ano de 1995, foram realizadas campanhas massivas de vacinacdo canina e felina. Anos
de trabalho com bom indice de cobertura vacinal aliado a outras tantas atividades de
prevencdo e controle levaram o estado do Rio Grande do Sul ao controle da Raiva
Urbana. A partir de 1995, apds decisdo conjunta entre Secretaria Estadual de Saude,
Ministério da Salde e Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS), o Rio Grande do
Sul deixou de realizar campanhas publicas de vacinagdo contra raiva em cées e gatos,
permanecendo a indicagdo de vacinacao individual, realizada por conta do proprietario
ou tutor do animal (DIEDRICH et al., 2007).

Foram entdo instituidas Normas Técnicas e Operacionais para implementar o
sistema de vigilancia epidemioldgica e ambiental, no intuito de prontamente identificar
casos de recorréncia da doenca ao Estado. Essas a¢Oes normatizadas, que incluiam
medidas como envio de amostras de 0,2% da populacdo canina estimada anualmente,
recolhimento de amostras de animais mortos em vias pablicas e envio de amostras de
animais com sintomas neuroldgicos, aumentaram significativamente o ndmero de

amostras bioldgicas de cdes e gatos enviadas para o diagndstico da raiva.

A partir de 2003, os morcegos passaram a ser o principal vetor dos casos de



Raiva Humana no Brasil. Registrou-se também o aumento de casos relacionados a
animais silvestres(BEATRIZ DE CARVALHO et al.,, 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Esta mudanca no perfil epidemioldgico despertou as autoridades de
salde para a necessidade de atividades distintas para 0 monitoramento do virus rabico
no ciclo silvestre e gerou o aumento do numero de amostras de morcegos recebidas

através da vigilancia passiva.

Para melhor compreender este complexo ciclo epidemiolégico no Rio Grande do
Sul surgiram dois projetos com ac6es voltadas especificamente para o ciclo silvestre do

virus rabico:

e Projeto de Fauna Atropelada e Capturada, que encaminha para
diagndstico de identificacdo do virus rabico os animais silvestres
encontrados mortos em rodovias e também realiza pesquisa de anticorpos
antirrabicos em animais silvestres que foram recolhidos ou capturados
em atividades de monitoramento e resgate do IBAMA.

e Projeto de Monitoramento de Morcegos, onde se executam acbes de
mapeamento e monitoramento das col6nias, principalmente as urbanas e
periurbanas, identificadas pelos técnicos responsaveis pelo PECPR nas
19 Coordenadorias Regionais de Saude, que regionalizam as agdes e
servigos de saude por todo estado. As atividades deste projeto incluem o
anilhamento dos individuos, com vistas a melhor compreender a
movimentacdo e dispersdo destes animais, e coleta regular de amostras

destas coldnias.

Desde 2014, ano de inicio do Projeto de Monitoramento de Morcegos, até a
presente data, ja foram mapeadas 21 coldnias em 15 municipios e anilhados 1879
morcegos (Figura 1). As atividades de coleta desenvolvidas nestes dois projetos sdo
complexas e envolvem grande quantidade de materiais, tempo, deslocamento, além da

mé&o de obra especializada, devidamente vacinada e de diferentes expertises.



Projeto de Monitoramento de Morcegos
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Figura 1 Mapa dos muncipios do Rio Grande do Sul que ja tiveram

colbénias monitoradas nas atividades do Projeto de Monitoramento de Morcegos




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Os Quiropteros

Morcegos  sdo  mamiferos  pertencentes a  ordem  Chiroptera
(cheir=mdo;pteron=asa /grego). A capacidade de vbos autbnomos é exclusiva aos
morcegos entre 0s mamiferos. Esta caracteristica Gnica dos morcegos se deve ao fato de
possuirem membros anteriores adaptados como asas membranosas. O polegar é livre e
os demais dedos e metacarpos séo revestidos por membrana que forma a superficie das
asas. Atualmente a ordem Chiroptera € composta por 20 familias, 209 géneros e 1142
espécies, representando a segunda maior diversidade dentre os mamiferos, atras
somente da ordem Rodentia (IUCN 2016).

H& duas subordens classicas de morcegos: a Megachiroptera, as raposas
voadoras, que tem a familia Pteropodidae como a Unica representante desta subordem;
sd0 morcegos exclusivos aos tropicos e subtropicos do “velho mundo”e que , portanto,
ndo ocorrem no Brasil; e a Microchiroptera, 0s morcegos verdadeiros, composta por 19
familias e mais de 900 espécies. Os microquirdpteros ocorrem em todo planeta, a
excecdo dos pdlos. Estes morcegos tém a dieta mais variada entre os mamiferos,
podendo se alimentar de frutos, sementes, folhas néctar, polen, artropodes, pequenos
vertebrados, peixes e sangue (CALISHER et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2007; REIS
etal., 2007).

Cerca de 70% dos morcegos sao insetivoros, sendo estes 0os de maior ocorréncia.
Existem apenas trés espécies hematofagas e sua existéncia se da apenas nas Ameéricas,
na Regido Neotropical. Das trés espécies de hematdfagos existentes, duas se alimentam
do sangue de aves (Diphylla ecaudata e Diaemus youngii) e uma se alimenta também
de sangue de mamiferos, além de sangue de aves (Desmodus rotundus). Os quirdpteros
séo animais de distribuig&o, habitos e dieta variados, todavia, todos tém um importante
papel bioldgico, seja na dispersdo de sementes, polinizacdo de plantas ou controle de
insetos ou até mesmo de animais(REIS et al., 2007). Existem no Brasil 9 familias de
morcegos de ocorréncia documentada, divididas em 68 géneros e 178 espécies
(NOGUEIRA et al., 2014).



3.2 Morcegos enviados ao PECPR

O estado do Rio Grande do Sul apresenta uma ampla diversidade de morcegos,
com pelo menos 40 espécies identificadas. Estas espécies sdo pertencentes a quatro
familias:Molossidae, Noctilionidae, Phyllostomidae e Vespertilionidae (CEVS 2012;
NORONHA, 2016). Quanto as espécies hematdfagas, pertencentes a familia
Phyllostomidae e de grande relevancia para dispersao do virus rabico, no Rio Grande do
Sul ha o registro documentado de apenas uma delas, o Desmodus rotundus. Em 2017
foram registrados rumores, ainda ndo documentados, da ocorréncia da espécie Diphylla
ecaudata no estado.

No pais, mais de 40 espécies de morcegos ja foram encontradas infectadas pelo
virus da raiva(SODRE et al. 2010), sendo assim, todas as espécies de morcego séo de
interesse para 0 PECPR para 0 monitoramento do virus rabico, ja que o maior
conhecimento das espécies envolvidas permite a elaboracdo de um melhor perfil
epidemioldgico regional. Em razdo do Programa de Controle da Raiva dos Herbivoros,
executado pela Secretaria Estadual da Agricultura,realizar atividades especificas ao
controle dos morcegos hematéfagos (MAPA, 2009), ndo sdo executadas acBes com
estas espécies no Projeto de Monitoramento de Morcegos.

Séo da familia Molossidae a maioria das amostras encaminhadas pela populacao
para a vigilancia passiva da raiva. Os membros desta familia sdo exclusivamente
insetivoros (REIS et al., 2007).

3.3 Tadarida brasiliensis

O Tadarida brasiliensis € um morcego insetivoro, da familia Molossidae,
amplamente distribuido nos paises da América do Sul, incluindo Brasil, Uruguai, Chile
e Argentina. Ocorre também na América do Norte e América Central. No Brasil, sua
distribuicdo ndo é uniforme, ndo havendo ocorréncia na Amazonia, baixa densidade na
regido sudeste e centro oeste e alta densidade na regido sul. A época de reproducdo
ocorre no final da primavera e inicio do verdo, quando se formam grandes col6nias
maternidades, onde os filhotes permanecem todos juntos com fémeas adultas em seu
entorno (REIS et al., 2007). Apresentam marcada flutuagcdo sazonal no ndmero de
individuos ao longo do ano (FABIAN & MARQUES, 1996) e sdo animais com

capacidade de alcar voos longos e em alta velocidade,podendo percorrer mais de 100



quildmetros em um Unico dia (MCCRACKEN et al., 2016). E considerado um animal
comum nos municipios do Rio Grande do Sul, onde também é conhecido como
“Morcego das Casas” ou “Morceguinho do Telhado”. Apresentam grande adaptagao as
cidades (FRANCO & RUI, 2011), aproveitando-se da abundancia de insetos atraidos
pelas diversas fontes de luz e ocupando variados tipos de abrigos nos centros urbanos e
peri urbanos, onde geram colénias com grande nimero de individuos, podendo chegar
aos milhares. Por essa proximidade ao homem, sdo considerados animais
sinantrépicos(CEVS, 2012) e, portanto, de grande interesse para atividades de
vigilancia. Nas colénias em centros urbanos se aglomeram proximos ao telhado
formando grandes grupamentos. Também se adaptam bem a frestas, preferindo os locais
altos e seguros como abrigo. Sdo animais pequenos(Figura 2) com massa corporal
média de 11 gramas (FABIAN & MARQUES, 1996).

As amostras utilizadas nesta pesquisa foram coletadas em colonias monitoradas

de T. brasiliensis localizadas em duas cidades gatchas - Tavares e Sdo Gabriel.

Figura 2 - Imagem de um Tadarida brasiliensis (Imagem André Witt)



3.4 Virus de potencial zoon6tico detectados em Quirdpteros

Os morcegos apresentam uma grande diversidade viral quando comparados a
outros animais (SALMIER et al., 2017). Até o inicio de 2016, 248 virus pertencentes a
24 familias virais j& haviam sido descritos em morcegos (YOUNG; OLIVAL, 2016).
Esta diversidade sugere que o papel desses animais como reservatério de uma ampla
gama de virus ndo se da ao acaso(MORATELLI; CALISHER, 2015). Aparentemente,
aspectos da biologia, diversidade de espécies e evolugcdo dos morcegos permitiram ao
longo dos anos uma eficiente coespeciacdo entre os morcegos e o0s Virus(CALISHER et
al., 2006).

Apesar do grande numero de virus isolados ou detectados em morcegos, a
transmissdo da maioria deles para outros animais ou humanos ainda ndo foi
demonstrada (CALISHER et al., 2006; MORATELLI; CALISHER, 2015). Existem
porém importantes zoonoses virais que tém o morcego como Seu reservatorio e que ja
tiveram transmissdo ao homem e a outras espécies caracterizadas, a comecar pela raiva
que foi o primeiro virus de interesse reconhecido em morcegos (MORATELLI;
CALISHER, 2015). Outros Lyssavirus associados a manifestac@es clinicas semelhantes
as da raiva em humanos ja foram isolados de morcegos na Asia Central, Australia,
Africa do Sul, Russia e China(CALISHER et al., 2006; KUZMIN et al., 2011).
Filovirus como o Marburg e o Ebola virus, que causam uma grave febre hemorragica
em humanos com uma alta taxa de letalidade, também ja foram associados aos
morcegos, 0s quais durante o surto de Ebola no Congo representavam uma importante
fonte de alimentacdo para o povo local (KUZMIN et al., 2011). Virus capazes de
induzir quadros respiratdrios graves tais como Henipavirus (Hendra e Nipah virus), da
familia dos Paramyxovirus, e 0s coronavirus SARS-CoV e MERS-CoV, que
apresentam potencial pandémico pela facil disseminacdo, também estdo associados a
morcegos (PLOWRIGHT et al., 2014). Alphacoronavirus, da familia dos Coronavirus,
foram recentemente identificados em morcegos da Florida, nos Estados Unidos e em
Porto Alegre, no Brasil (BONNY et al., 2017; SALES LIMA et al., 2013).

Na China, com emprego da técnica de metagendmica, foram detectados
Papillomavirus e Influenza A, ambos com alta identidade aos virus de humanos, e um
novo tipo de papilomavirus de morcegos foi descrito(TSE et al., 2012; ZHENG et al.,
2017).

A diversidade viral encontrada nos morcegos varia em funcdo do tipo de
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amostra, da taxonomia do hospedeiro e da familia viral estudada.Esta oscilagdo pode ser
influenciada também pela abundancia e facilidade de captura de alguns
individuos(YOUNG; OLIVAL, 2016).

3.5 Familias Virais

3.5.1 Anelloviridae

Os anelovirus sdo virus DNA, de fita simples e simetria icosaédrica, ndo
envelopados, com tamanho aproximado de 30 a 32nm. O seu genoma é circular e
possui por volta de 3.8kb. Eles se replicam no nucleo da célula, onde o DNA de fita
simples é convertido em dupla fita para dar origem ao RNA mensageiro. Os
componentes desta familia possuem um dos menores genomas de vertebrados
documentados. A familia possui 68 espécies e 12 géneros conhecidos e a sua
taxonomia é determinada através de estudos comparativos das sequéncias de
nucleotideos da regido codificante que compBe a ORF1 (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2017). Os anelovirus ja foram
encontrados em diversas espécies de hospedeiros, incluindo primatas, cdes, felinos,
suinos, pinipedes e mosquitos (NISHIYAMA et al., 2014). Recentemente foram
descritas novas espécies de anelovirus em morcegos de Porto Alegre (CIBULSKI et al.,
2014) e em roedores e morcegos da cidade de Sao Paulo (DE SOUZA et al., 2018).

A transmissdo dos anelovirus se da principalmente por contato oral/fecal e pouco
ainda é conhecido sobre a patogenia deste virus. Essa falta de dados € devida em parte a
auséncia de células e modelos animais apropriados, o que tem dificultado o estudo dos
anelovirus em laboratdrio (DE SOUZA et al., 2018; NISHIYAMA et al., 2014).

Estes virus sdo associados a infecgfes cronicas e de grande prevaléncia na
populacdo mundial. Estima-se que mais de 90% dos humanos estejam infectados de
forma assintomatica pelo torque teno virus (TTV) do género Alphatorquevirus (FLINT
etal., 2015).



11

3.5.2Circoviridae

A familia Circoviridae é composta por virus DNA de fita simples (ssSDNA),
simetria icosaédrica e que inclui o menor virus de vertebrados conhecido. Seu genoma é
circular e possui por volta de 1.8 a 3.8kb. Membros desta familia sdo classificados em
dois géneros: Circovirus e Cyclovirus. A distribuicdo é mundial e seus hospedeiros
naturais sdo os vertebrados. Membros desta familia sdo conhecidos principalmente por
causar doenca em aves e suinos. Até pouco tempo atras esta familia era dividida em dois
géneros: Circovirus, que contem patégenos bem documentados de aves e suinos, e
Gyrovirus, que incluia uma Unica espécie, o virus da anemia das galinhas. Com a
difusdo do uso da metagendmica, membros da familia Circoviridae foram detectados
em uma diversificada gama de hospedeiros, incluindo peixes, diversas espécies de
mamiferos e invertebrados. Desta forma foi possivel identificar um distinto grupo de
virus relacionados ao género Circovirus que foram caracterizados em um novo género,
os Cyclovirus. Desde 2016 a taxonomia foi retificada pelo International Committee on
Taxonomy of Viruses - ICTV, e os Gyrovirus passaram a fazer parte da familia dos
Anelloviridae, também de genoma DNA circular de fita simples (ROSARIO et al.,
2017). Dentro de cada género a classificacdo das espécies é realizada pela analise do
genoma completo de nucleotideos, particularmente pela posicdo de origem da regido
codificadora (ori), sendo 80% o limiar minimo de identidade dentro de uma mesma
especie (LIAN etal., 2014; BREITBART et al., 2017)

J& foi demonstrado que os circovirus, e 0s genomas relacionados nesta familia,
tém um antepassado comum. Elementos virais enddgenos destes virus foram
encontrados nos cromossomos de diversos mamiferos, indicando que possivelmente
estes genomas ja se replicam nestes hospedeiros ha 100 milhGes de anos ou mais
(KATZOURAKIS et al., 2010; DELWART & L1, 2012).

Os circovirus infectam diferentes espécies de aves, incluindo psitacideos -
espécie acometida pela doencga de bico e penas, e galinhas (DELWART & LI, 2012;
LIAN et al., 2014; HAKIMUDDIN et al., 2016). Nos aviarios industriais a ocorréncia
da anemia infecciosa das galinhas (CAV, do inglés chiken anemia virus) leva os
animais a apresentar retardo de crescimento e sintomas secundarios associados a
imunodeficiéncia, resultando em grandes perdas econdmicas(CHACON et al., 2010).
Em mamiferos, apenas duas espécies de circovirus tiveram a sua ocorréncia amplamente

documentada, o circovirus suino 1 e 2 (PCV1 e PCV2 do inglés porcine circovirus). O
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PCV1 é considerado ndo patogénico, jA no PCV2 a infeccdo pode variar de
assintomaética a uma infeccdo sistémica severa, também gerando grandes perdas quando
da ocorréncia em criatérios industriais (DELWART & LI, 2012; LIAN et al., 2014).
Apesar do constante contato entre homens e suinos, ndo ha evidéncia de que PCV1 e
PCV2 possa infectar humanos (DELWART & LI, 2012; GILLILAND et al., 2012).
Genoma de espécies virais do género Cyclovirus ja foram encontradas em fezes de
chimpanzés e humanos. Em humanos, um estudo indicou a presenca de cyclovirus no
liguor de pacientes com paraplegia, porém o nexo causal ndo foi claramente
comprovado (SMITS et al., 2010; DELWART & LI, 2012; LIAN et al., 2014). Em
morcegos, cyclovirus ja foram encontrados na fezes e no tecido muscular,
demonstrando ndo se tratar apenas de um achado do trato gastro intestinal devido a
contaminacdo derivada da alimentacdo destes animais (DELWART & LI, 2012). A
distribuicdo destes virus é mundial e as vias de transmissdo horizontal e vertical ja
foram demonstradas (CHACON et al., 2010).

3.5.3 Papillomaviridae

Os papilomavirus sdo virus DNA de fita dupla (dsDNA),circulares, com simetria
icosaédrica e genoma que varia por volta de 8kbp. Esses virus se replicam no nucleo de
células epiteliais em diferenciacdo e apresentam modos distintos de sintese de DNA de
acordo com o estagio de diferenciacdo da célula, apresentando uma replicacdo de
manutencdo quando a célula estd menos diferenciada, passando para replicacdo
produtiva nos estgios finais de diferenciacdo da célula epitelial (FLINT et al., 2015).
Sdo virus pertencentes a familia Papillomaviridae que esta dividida em 49 géneros
(International Committee on Taxonomy of Viruses ICTV 9th Report,2011). Estes virus
apresentam tropismo por células epiteliais da pele e de membranas mucosas e ampla
diversidade de hospedeiros, infectando diversas espécies de mamiferos, mas também ja
foram encontrados em aves, tartarugas e cobras. Ainda que a maioria dos papilomavirus
cause infecgBes assintométicas, alguns podem causar lesbes neoplasicas malignas
(GARCIA-PEREZ et al., 2014). Apresentam distribuicdo mundial e estdo associados &
ocorréncia de papilomas - popularmente conhecidos como "verrugas™ e tumores que
podem ter malignidade varidvel. Por ser a espécie mais estudada, sdo de humanos a
maioria dos papilomas descritos, mas um numero crescente de papilomas de animais
tiveram seu genoma descrito na ultima decada (RECTOR& RANST, 2013). As espécies
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de papilomavirus sdo classificadas com base na comparagdo de sequéncias do gene L1;
membros do mesmo género devem compartilhar mais que 60% de identidade na
sequéncia de nucleotideos da ORF do gene L1 (BERNARD et al., 2010). No caso do
virus do papiloma humano - HPV, em inglés human papilloma virus, eles ainda podem
ser classificados de acordo com seu potencial oncogénico em papilomas de alto e baixo
risco. Tanto o de alto como o de baixo risco podem causar o crescimento anormal de
células, mas somente os de alto risco codificam as proteinas oncogénicas E6 e E7,
associadas a modulacdo da apoptose e do ciclo celular, levando a imortalizacdo das
células e, conseqlientemente, ao cancer (MANNARINI et al., 2009; SCHIFFMAN et
al., 2016). Ja existe mais de 200 tipos de HPV conhecidos, cada um deles adaptados a
um especifico tecido epitelial humano. Os de alto risco do género Alphapapillomavirus
sdo sexualmente transmissiveis e causam o cancer cervical em mulheres (SCHIFFMAN
et al., 2016). Nas mulheres o HPV responde por mais de 50% dos canceres de origem
infecciosa, nos homens esse indice ndo chega a 5% (MANNARINI et al., 2009). Se
considerarmos apenas o cancer cervical, este indice sobe para 90%, ou seja, quase a
totalidade deste tipo de cancer € causada por HPV (SCHIFFMAN et al., 2016).

A transmissdo do papiloma se da através do contato fisico direto com apele ou
mucosa infectada. Esta necessidade de contato direto e a natureza espécie especifica
destes virus, associada a estabilidade caracteristica dos genomas DNA de dupla
fita,contrariam o principio de que a transmissao inter espécies seja responsavel pela
pletora de papilomavirus mundialmente disseminada nas variadas espécies de
hospedeiros. A hip6tese mais aceita € que os antepassados dos papilomas ja infectavam
0s primeiros vertebrados e que virus e hospedeiros co-evoluiram ao longo do tempo,
fazendo da Papillomaviridae uma das maiores familias virais existentes
(RECTOR&RANST, 2013).

3.5.4 Poxviridae

Poxvirus sdo virus DNA de dupla fita, lineares, com genoma de até 300kbp,
pertencentes a familia Poxviridae. Diferentemente da maioria dos outros virus DNA, os
poxvirus se replicam no citoplasma das células.

A familia é dividida nos que infectam os invertebrados, Entomopoxvirinae, e 0s
gue infectam os vertebrados, Chordopoxvirinae. A subfamilia dos vertebrados é ainda

dividida em 11 géneros (International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
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2016). S&o importantes patdgenos que acometem ao homem e diversas espécies de
animais, domesticos e silvestres. Dentre os poxvirus destaca-se o virus da variola
(VVAR), virus do género Orthopoxvirus, mundialmente erradicado. O ultimo caso
humano de infeccdo natural de variola ocorreu na Somalia em 1977. A doenca foi
declarada erradicada em 1980 devido a vacinacdo massiva realizada sob a forma de
campanha mundial liderada pela Organizagdo Mundial de Salide — OMS. Existem
apenas dois laboratorios gque tem permissdo para manter estoque de virus vivo de
variola, a saber: Centers for Disease Control and Prevention — CDC, nos Estados
Unidos e 0 Russian State Research Centre of Virology and Biotechnology, na Russia
(http://www.who.int/csr/disease/smallpox/en/, 2017).

O genoma destes virus é composto por grande moléculas de DNA que contem
todos 0s genes necessarios para sintese de DNA e producdo de mRNA, o que faz sua
replicacdo depender muito pouco do hospedeiro quando comparado a outros virus
(FLINT et al., 2015).

As manifestacdes clinicas dos poxvirus possuem um amplo espectro, que podem
variar de uma infeccdo localizada autolimitada até uma infeccdo generalizada com
comprometimento de diversos 6rgdos. A severidade do quadro clinico é influenciada
pela da natureza do virus e também do hospedeiro. A transmissdo se da por contato
direto via aerossdis primarios ou atraves de fomites contaminados. A via de infecgdo
também pode variar em funcdo do virus e do hospedeiro, no caso do variola virus por
exemplo o sistema respiratorio é a porta de entrada nos humanos, ja o vaccinia virus e o
virus da variola bovina utilizam abrasGes na pele como porta de entrada em humanos
(CIESIELSKI, 2008).

Os poxvirus apresentam uma diversificada gama de hospedeiros. O virus da
variola (VVAR), do género Orthopoxvirus, e o virus do molusco contagioso (VMC), do
género Molluscipoxvirus, sdo especificos de humanos. J& o virus da variola bovina,
pode infectar roedores, cées, gatos, cavalos, bovinos, primatas e humanos. O virus da
variola dos macacos, em inglés monkeypox virus, tem capacidade de infectar também os
humanos e desde 1970 é reconhecido com alto potencial zoonotico e classificado como
possivel agente de bioterrorismo (BAKER; MURCIA, 2014). A maioria dos poxvirus
tem a capacidade de invadir variados tipos de células de diferentes espécies de
hospedeiros, esta peculiaridade independe de receptores espécies especificos e esta
relacionada a proteinas conservadas encontradas em todos os poxvirus (HALLER et al.,

2014). A diversidade de hospedeiros infectados de forma produtiva pode variar
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drasticamente mesmo entre espécies virais intimamente relacionadas dentro do mesmo
género (HALLER et al., 2014).

Muitos poxvirus sdo nomeados de acordo com a espécie do hospedeiro em que
esses virus foram isolados pela primeira vez, mas nem sempre este € 0 seu reservatorio
natural, caso do virus da variola bovina, que suspeita-se ser disseminado por roedores e
possivelmente por outros pequenos mamiferos (TU et al., 2017) .

Em humanos, desde a erradicacdo da variola, 0 molusco contagioso tem sido a
principal causa da ocorréncia de infeccBes causadas por poxvirus (Chen, Anstey, &
Bugert, 2013).

Sequéncias de poxvirus relacionadas ao VMC foram encontradas em morcegos
na Africa, e também em cavalos, burros, cangurus, cies, pombos e chipanzés (FOX et
al., 2012). Nos Estados Unidos, poxvirus foram isolados da articulagdo de morcegos do
género Eptesicus, alojados um centro de conservacdo da vida selvagem, que
apresentaram severo quadro clinico articular(EMERSON et al, 2013). Séo
desconhecidas a prevaléncia e as implicacbes que as doencas causadas por poxvirus

podem representar para a populacdo de morcegos (BAKER; MURCIA, 2014).

3.6 Metagenomica

O diagnostico das infeccBes virais pode ser feito por duas abordagens: por
métodos diretos, identificando a presenca do virus propriamente dito, ou por métodos
indiretos através da deteccdo de anticorpos virus-especificos.

Considerando a abordagem direta, o uso do isolamento viral em cultivo de
células permite a deteccdo e identificagdo dos virus, mas para tanto € necessario um
laboratorio equipado e adequado ao nivel de biosseguranca exigido, o que pode se
tornar muito oneroso. Quando se trata da pesquisa de amostras que podem conter virus
desconhecidos ou até mesmo ainda ndo descritos, normas ainda mais rigorosas de
biosseguranca devem ser seguidas, 0 que limita muito este tipo de abordagem.Existem
ainda as particularidades individuais e inerentes ao cultivo dos diferentes
microrganismos estudados, que podem dificultar e comprometer o entendimento mais
amplo da comunidade microbiana da amostra pesquisada (QUINCE et al., 2017). A
evolucdo da biologia molecular, com o uso de técnicas tais como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e seqlienciamento, que amplificam o material genético e independem

de cultivo, facilitou muito a identificacdo de espécies virais, representando um grande
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avanco nesta area e iniciando uma nova era da microbiologia.

A palavra metagenoma foi primeiramente utilizada em 1998 para se referir a
todos 0s genomas microbianos encontrados em uma amostra de solo.Desde entdo o
termo metagenémica é utilizado para descrever a analise genémica de uma populagéo
de microorganismos encontrados em uma amostra ambiental ou clinica, sem a
necessidade de seu cultivo(HANDELSMAN, 2004; PALLEN, 2014). Existem
diferentes plataformas para realizacdo do seqienciamento de alto desempenho, utilizado
na analise metagendmica, dentre as principais podemos citar a Illumina, lon Torrent e
mais recentemente Oxford Nanopore Minlon e Pacific Biosciences Sequel (QUINCE et
al., 2017).

Comparado aos primeiros métodos de sequenciamento, o seqlienciamento de
alto desempenho gera um maior volume de dados em menor tempo e com custo
reduzido (ESCOBAR-ZEPEDA; VERA-PONCE DE LEON; SANCHEZ-FLORES,
2015). Os seqiienciadores de alto desempenho realizam um processo paralelo massivo
de milhGes de moléculas de material genético (potencialmente bilhdes), gerando os
fragmentos curtos de sequéncias- as reads, seguido da etapa de montagem (assembly),
que realiza a sobreposicdo das reads gerando sequéncias consenso de bases contiguas
denominados contigs.Tanto as reads como 0s contigs podem ser utilizados para a
predicdo da composicdo taxondmica da amostra (THOMAS; GILBERT; MEYER,
2012).

Esta facilidade de gerar dados através de uma tecnologia com custos reduzidos
levou a um répido crescimento das pesquisas de metagendmica, tanto quantitativamente
quanto qualitativamente, porém a andlise desses dados através de ferramentas de
bioinformética apropriadas as questbes bioldgicas envolvidas na amostra analisada
ainda é um limitante (BRAGG; TYSON, 2014).

Dada a dificuldade, ou até impossibilidade de cultivar a maioria dos virus, 0s
virologistas foram um dos primeiros a adotar a ferramenta da metagendmica para a
identificacdo virus (PALLEN, 2014).

3.7 Bioinformatica
A producdo massiva de dados brutos obtidos através das técnicas moleculares de

alto desempenho torna imprescindivel o uso de ferramentas de bioinformatica para

analise das sequéncias geradas. Apds a geracdo das reads pelo sequenciamento, uma
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série de passos de normalizacdo das amostras "in silico" sdo realizados. As diferentes
plataformas de seqlienciamento disponiveis usualmente compartilham esta etapa
(DILLIES et al., 2013).

Os escores de qualidade das reads indicam a probabilidade de que uma base
nitrogenada tenha sido corretamente identificada durante o seqlenciamento, este
parametro é denominado nota Phred de qualidade, em inglés Phred Quality Score. Uma
nota Phred de 20 indica que uma base a cada 100 pode estar incorreta (99% de
acuracia), nota 30 indica um erro a cada 1000 bases (99,9% de acuracia) e assim
sucessivamente.

A limpeza e o preparo das seqiiéncias antes de serem analisadas é uma etapa
necessaria para retirada dos adaptadores, que sdo pequenas seqliéncias utilizadas para a
amplificacdo dos genomas e que podem posteriormente comprometer a analise, e
também para retirada das sequiéncias de baixa qualidade, seja por alta probabilidade de
erro ou tamanho muito reduzido, que podem interferir na montagem dos genomas e na
identificacdo das seqliéncias de interesse.

Tanto as reads quanto os contigs podem ser confrontados a um banco de
genomas de referéncia, este processo de classificacdo taxonémica é denominado
binning (THOMAS et al., 2012; BRAGG&TYSON, 2014).

Os resultados dos alinhamentos locais entre as seqliéncias geradas confrontadas
a um banco de genomas apresentam valores de pontuacdo e a esses valores é associado
um valor chamado de expected-value (E value), que tem seu valor de corte determinado
pelo pesquisador. O E value é o parametro de confianga do alinhamento local e permite
avaliar o qudo significativos sdo esses resultados, indicando o numero de alinhamentos
que seriam esperados apresentando valores de score iguais ou melhores que o
encontrado por acaso, isso demonstra a probabilidade do alinhamento ter ocorrido por
acaso. Quanto maior o valor do e-value, menor a restricdo a sequéncias alinhadas ao
acaso. O tamanho do banco de dados e da seqiiéncia pesquisada interferem nestes
parametros.

H& uma serie de ferramentas de bioinformatica, ou seja, programas, para
realizacdo destas etapas, cada programa utiliza algoritmos diferentes para obter seu
objetivo. Cabe ao pesquisador escolher o que Ihe for mais adequado.



18

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

As amostras foram coletadas em coldnias de morcegos da espécie Tadarida
brasiliensis, previamente mapeadas e que fazem parte do Projeto de Monitoramento de
Morcegos do PECPR. A identificacdo da espécie de morcegos que habitam as coldnias
foi baseada nas caracteristicas morfologicas destes animais. As coletas foram realizadas
em Julho de 2016 no municipio de S&o Gabriel e em Janeiro de 2017 no municipio de
Tavares. As localidades de coleta nestas cidades foram:Sdo Gabriel -construgéo
desativada do Posto Salde - coordenada geografica 30°20'10"S / 54°19'43"W e Tavares
- construcdo desativada do Hospital - coordenada geogréfica 31°17'16"S / 51° 5'26"0
(Figura 3).

Projeto de Monitoramento de Morcegos

75

Legenda

® Locais de coleta
Municipios

Fonte: CEVS, 2018.

Séo Gabriel
L

Tavares

0 75 150 225 300 km @ Evs
19/02,2018
56°0.000'W 52°0.000W

centro estadual de
Voincacase RS

Figura 3 Mapa do Rio Grande do Sul com os locais de coleta, nos municipios de
Tavares e Sdo Gabriel (Fonte: CEVS, 2018).
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Para este estudo foram utilizados 01 pool de urina de S&o Gabriel (identificacdo
da amostra: A6), 01 pool de urina de Tavares (identificacdo da amostra: A5) e 01 pool
de fezes de Tavares (identificacdo da amostra: A2). Para o procedimento de coleta das
fezes e da urina, uma lona plastica descartavel foi posicionada abaixo da col6nia por
aproximadamente 45 minutos. As fezes e goticulas de urina depositadas sobre esta lona
foram recolhidas com auxilio de pingcas e micropipetadores e imediatamente
armazenadas em frascos estéreis, que foram acondicionados em botijdo com nitrogénio
liquido para transporte até o laboratério de virologia (UFRGS). Amostras de urina
também foram coletadas diretamente no animal durante a manipulacdo dos morcegos, ja
que é comum este animal urinar em situacao de stress (Figura 4). A captura dos animais
para as demais atividades do projeto de monitoramento é feita com auxilio de uma
armadilha do modelo "HarpTrap”, apropriada para captura de morcegos. Durante a
coleta de Tavares, realizada em Julho de 2016, foram recolhidos dois animais com
comportamento atipico (caidos ao chdo, hiporresponsivos) para o diagnéstico da raiva

por imunofluorescéncia direta. O resultado foi negativo para raiva em ambas amostras.

i",,

Figura 4 -Coleta de urina (Imagem: Aline Campos)
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Tabela 1 - Descri¢do das amostras

Nome da Municipio Tipode Tipo edificagdo Quantidade estimada

Amostra amostra de animais na colonia
A2 Tavares Fezes Ampliacdo do 2.000 a 3.000
posto de salde
A5 Tavares Urina Ampliagéo do 2.000 a 3.000
posto de saude
A6 Séo Gabriel Urina Ampliacdo do Por volta de 10.000

posto de salde

4.2Processamento das amostras(Juliana pediu para melhorar,néo sei como)

Foram pesados 0,2 mg de fezes, adicionadas a um tubo cdnico com
capacidade de 50 mL contendo beads de vidro até a marca de 5mL seguidos de 20
mL da solugdo de Hank’s (1x (1,261 mMCacCl:; 0,49 mM MgCl, . 6H,0; 0,406mM
MgSQO,. 7 H,0; 5,33 mMKCI; 0,441 mM KH,PO4; 137,93 mMNaCl; 0,336 mM
Na;HPO,. 7 H,0; 5,55 mM dextrose). O tubo foi agitado por 4 minutos em vortex e
centrifugado a 2500 x g por 90 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
tubos de 1,5 mL e novamente centrifugado por 10 minutos a 10 000 rotacdes por
minuto-rpm). Foi realizada a filtragem do sobrenadante final em um filtro-seringa
commembrana de 0.22um.As amostras obtidas desta etapa foram armazenadas em
freezer -80°C. As amostras de urina coletadas foram acondicionadas em um Unico
tubo, totalizando 200 pL. Esta amostra foi centrifugada a 14 000 rpm por 10 min,
apos, o sobrenadante foi coletado, filtrado a 0,22 uM e tratado com cloroférmio para
remocdo de bactérias. As amostras de fezes ap0s processamento inicial, previamente
descrito, foram submetidas a uma etapa de ultracentifugacdo em colchdo de sacarose,
25% em TNE (25 g em 100 mL de TNE - 50 mM Tris, 140 mMNacCl, 5 mM EDTA,
pH 8), a 190000 x g (40000 rpm) por 4 horas a 4°C (ultra centrifuga Sorvall ODT
Combi, rotor AH-650). Os pellets obtidos foram suspensos em 500 puL de TE (Tris
1M-EDTAO0,5M ph 8.0)1 X e agitados vigorosamente. Com a finalidade de remover
os acidos nucleicos nao protegidos por capsideos, 400 pL desta preparagao foi
tratada com 100 U de DNAse | (ROCHE) e 100 U de RNAse (Invitrogen) a 37°C em

banho-maria por lhora. Ap6s o tratamento, o DNA foi extraido conforme
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Sambrook& Russel, com pequenas modificagdes.

4.3Enriquecimento do DNA

Apb6s a extracdo do DNA as amostras foram submetidas a amplificagdo
isotérmica (30°C) com a enzima DNA Phi29. O mix de volume final de 20uL contém
1X BSA, hexameros iniciadores randdmicos (6pb), DNA molde, enzima e buffer. Os
tubos foram incubados por 18horas e apds 2ul foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1% por 30 minutos a 90 volts.

4.4 Verificacdo da qualidade dos acidos nucleicos e sequenciamento

O material foi checado em gel de agarose 0,7% quanto a sua qualidade e
quantificado em QUBIT para sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado em plataforma IlluminaMiSeq, utilizando o kit
de reagentes Illlumina v2(2x150 paired-end), no Instituto de Pesquisa Veterinarias
Desidério Finamor - IPVDF, pertencente & Secretaria Estadual de Agricultura Pecuéria e
Irrigacdo - SEAPI RS.

4.5 Bioinformatica

As reads paired-end geradas foram pré processadas para remocdo dos
adaptadores e das sequéncias de baixa qualidade, para isso foram utilizados os
programas  Prinseq (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011)e FastQC  (
ttp://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Seqiiéncias com Phred
quality score<20 foram desprezadas. As reads foram montadas em contigs através do
método "de novo" com SPAdes 3.5 (NURK et al., 2013). A conferéncia e mapeamento
das reads utilizadas na montagem dos contigs foi realizada no Geneious versao 9.1.5
(http://lwww.geneious.com, Kearse et al., 2012). Os contigs encontrados com tamanho
superior a 100 nucleotideos foram submetidos ao BLASTx e BLASTN - Basic Local
Alignment Search Tool (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), programa que busca regides
de similaridade entre seqliéncias bioldgicas, contra o banco de dados ndo redundantes
de proteinas do National Center for Biotechnology Information (NCBI -

www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para identificacdo das proteinas também foi utilizado o


http://www.geneious.com/
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Blast2go (GOTZ et al., 2008). Seqiiéncias com E-value<107 foram classificados como
virus de eucariotos, bacteriéfagos, bactérias e desconhecidos, baseado na origem
taxonémica da sequéncia referéncia correspondente com melhor E-value e percentual de
similaridade (Altschul et al. 1990). A predicdo das ORF's foi realizada no programa
ORFinder (www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/).

4.6 Analises filogenéticas

Para a analise das sequencias de papilomavirus, sequéncias com identidade ao
Gene L1 do papilomavirus foram submetidos ao ORFinder seguido de BLAST
especifico para papilomavirus contra o banco de dados ndo redundantes do
Papillomavirus Episteme, programa desenvolvido pelo National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID - pave.niaid.nih.gov/). As seqléncias escolhidas foram
alinhadas com sequéncias referencias de gene L1. Foram utilizadas sequéncias
referéncia de papilomavirus do gene L1 disponiveis no banco de dados do PAVE e do
GenBank. Foi utilizado o método de alinhamento multiplo MUSCLE através do
programa MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 for bigger
datasets (Kumar, Stecher, and Tamura 2015). A escolha do modelo de célculo das
substituicdes e construcdo das arvores foi feita através de inferéncia de maxima
verossimilanca (ML) com auxilio do MEGA7 e do PhyML (LEFORT;
LONGUEVILLE; GASCUEL, 2017). As arvores foram visualizadas e editadas no
programa FigTree (tree.bio.ed.ac.uk/) e no MEGA7. A partir dos maiores contigs que
cobriram a maior parte do gene L1 das amostras A2 e A5, foram preditas ORFs que
alinhadas com as sequéncias referéncias de L1 de todas as espécies de hospedeiro
conhecidas deram origem as arvores filogenéticas. ASORF preditas a partir das

amostras A2 e A5 foram respectivamente denominadas ThraPV1 e ThraPV2.

Tabela2-Contigs utilizados na predigdo das ORF ’sdos papilomavirus

Amostra Contig  Acrénimo Tamanho da Tamanho da ORF (nt)
Sequencia (NT)

A5 32 TbraPV1 1259 77
A6 13 ThraPVv2 1386 1305
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Para as demais familias virais, genomas de referéncia ou sequéncias parciais de
nucleotideos de virus, previamente identificados e classificados, foram obtidas do
GenBank e alinhadas com as sequéncias pesquisadas.O nimero de acesso junto ao
GenBank das sequéncias virais de referéncia baixadas foi mantido para a elaboracéo das
arvores. A edicdo das sequéncias de aminoacidos e nucleotideos foi realizada no
MEGAY7 e também no Geneious R9.15. O alinhamento foi realizado com auxilio do
MEGA7 através do método de alinhamento multiplo MUSCLE e "trimadas"
previamente a andlise filogenética. A geracdo e edicdo das arvores seguiram 0 mesmo

tratamento dado aos papilomavirus.
5. RESULTADOS
5.1 Resultados de metagendmica
Um total de 4.218.727reads paired-end foram geradas e deram origem a 8.726
contigs. Asreadsobtidas a partir das 03 amostras foram analisadas através do

Taxonomer, ferramenta online de classificacdo taxondmica de dados de metagendmica

(disponivel em https://www.taxonomer.com/)(FLYGARE et al., 2016). Na amostra A2

uma fracdo de 0,4% das reads foi classificada com origem humana, 3,8% com origem
bacteriana, 5,3% de origem viral, 30,9% teve origem em fagos, 36,1% teve origem
ambigua (reads classificadas em duas ou mais categorias) e 23,5% teve origem
desconhecida.Na amostra A5 a fragcdo de 0,9% das reads foi classificada com origem
humana, 2,5% com origem bacteriana, 7,2% de origem viral, 1,3% teve origem em
fagos, 22,5% teve origem ambigua e 65,1% teve origem desconhecida. A amostra A6
foi a que apresentou maior fracdo de reads com origem desconhecida, 99,3%, apenas
0,1% teve origem viral (Figura 5). A maior diversidade viral foi obtida nas amostras de
urina.

A maior quantidade de reads foi obtida na amostra A2 de fezes de Tavares.
Porém, a quase totalidade dos contigs gerados nesta amostra apresentou identidade a
bactérias. Virus de insetos também foram recuperados nesta amostra.

Para este estudo foram utilizados apenas os contigs relacionados aos virus de
vertebrados.


https://www.taxonomer.com/
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Figura 5 Representacdo da classificagdo taxondmica das reads
analise da ferramenta online Taxonomer(FLYGARE et al., 2016)
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A quantidade de reads e contigs variou entre as 03(trés) amostras conforme

descrito naTabela 3.

Tabela3 - Descricdo por amostra dos resultados obtidos no sequenciamento com
plataforma Illumina
Localidade/ Tipo de Quantidade Tamanho  Quantidade

amostra amostra de reads médio de contigs
reads >100 nt*
Tavares A2 Fezes 2.191.178 100nt 2
Tavares A5 Urina 1.141.594 151nt 24
Séo Gabriel A6 Urina 885.955 122nt 13

*Contigs com identidade a virus de vertebrados

A amostra A2, pool de fezes coletada em Tavares, originou apenas 02 contigs,
acima de 100nt,com identidade viral classificados na mesma familia viral:
Circoviridae(Tabela 4).

A amostra A5, pool de urina coletada em Tavares, originou 24 contigs,acima de
100nt, com identidade viral classificados em 02 familias virais: Papillomaviridae e
Poxviridae(Tabela 5).

A amostra A6, pool de urina coletada em S&o Gabriel, originou 13 contigs,acima
de 100nt, com identidade viral classificados em 03 familias virais: Anelloviridae,
Papillomaviridae e Circoviridae(Tabela 6).

A familia viral que apresentou maior numero decontigsfoi a
Papillomaviridae.Adicionalmente, foram obtidos contigs com semelhanca a virus

circular de cadeia simples DNA ainda néo identificados.



Tabela 4 - Descricdo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A2 do municipio de Tavares
Tipo de amostra: Pool de fezes

Procedéncia: Tavares

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descrigcdo - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
Po-Circo-like
69/873nt Circoviridae unknown [Po-Circo-like virus 21] YP_009109618 virus 37.2% 516 4.06e-14 sSDNA
Po-Circo-like
unknown [Po-Circo-like virus 22] AER30025 virus 37.2% 516 2.11e-14
replicase [Bat circovirus
i 1 0, -
132/451nt Circoviridae POA/2012/V] AlX11629 Bat circovirus 97.9% 141 3.84e-22 sSDNA
capsid [Bat circovirus
POA/2012/V] AlX11628 Bat circovirus 97.1% 141 6.53e-13




Tabela5- Descri¢do dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A5 do municipio de Tavares

Tipo de Amostra: Pool de urina
Procedéncia: Tavares

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descricdo - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
) . E1 protein [Talpa europaea papillomavirus 1] | AGM75105 | Talpa europaea 56.1% 1326 3.55e-156
6/2891nt | Papillomaviridae | early protein E1 [Human papillomavirus type Human dsDNA
31] AEI60976 papillomavirus 45.0% 1227 1.38e-149
putative E2 early protein [Rhinolophus Rhinolophus
i 1 1 1 0, -
26/1473nt Papillomaviridae ferrumequinum papillomavirus 1] AHJ81405 T\tjlzrr]l;g;)etgiljzum 47.5% 549 8.28e-49 dSDNA
E2 [Miniopterus schreibersii papillomavirus 1] | AFR33946 schreibersii 44.3% 549 7.60e-43
hypothetical protein [Human papillomavirus Human
29/1316nt Papillomaviridae | type 41] NP_040287 | papillomavirus 61.0% 423 1.62e-22 dsDNA
E6 [Erethizon dorsatum papillomavirus 1] YP_224221 | Erethizon dorsatum | 34.6% 381 5.27e-15
major capsid protein, partial [Eidolon helvum
. . . 0 i
32/1250nt Papillomaviridae papll!omakus 5] _ . . AGL97797 Eidolon helvum 57.8% 732 1.52e-83 dSDNA
putative late L1 protein [Eptesicus serotinus
papillomavirus type 3] AHJ81401 Eptesicus serotinus | 55.4% 726 4.67e-80
hypothetical protein [Human papillomavirus Human
type 41] NP_040293 | papillomavirus 56.1% 471 2.98e-40
81/553nt Papillomaviridae dsDNA
Bovine
L2 protein [Bovine papillomavirus type 10] AGT95860 | papillomavirus 44.9% 381 8.47e-20

(Continua)




Tabela5 - Descricéo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A5 do municipio de Tavares

(continuacéo)

N° Contig/ Nome da Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descrigdo - BLASTX Se Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) g (%) (nucleotideos)
putative late L1 protein [Eptesicus serotinus
95/502nt Papillomaviridae papillomavirus type 3] AHJ81401 | Eptesicus serotinus | 48.6% 426 7.48e-45 dSDNA
P putative late L1 protein [Eptesicus serotinus
papillomavirus 1] AHJ81389 | Eptesicus serotinus | 50.0% 432 9.47e-45
L2 protein [Panthera leo persica papillomavirus
. - type 1] AAXB6631 | Panthera leo 88.4% 129 1.82e-15
140/383nt Papillomaviridae YP_0032046 dsDNA
L2 [Canis familiaris papillomavirus 6] 80 Canis familiaris 82.2% 135 2.30e-15
putative late L2 protein [Eptesicus serotinus
. : . . 0 i
170/330nt Papillomaviridae papillomavirus 2] AHJ81394 Eztrizﬁus serotinus | 50.5% 279 5.36e-10 dSDNA
L2 [Human papillomavirus RTRX7] AAB61645 | papillomavirus 47.4% 291 3.90e-09
Human
. . . . . 0 i
233/295nt Papillomaviridae L1 protein [Human papillomavirus type 72b] AHZ58195 |p:e:f;:ql(’:l(rimaV|rus 59.2% 294 6.74e-28 dSDNA
L1 [Human papillomavirus type 62] ALT54932 | papillomavirus 57.1% 294 1.45e-27
putative late L1 protein [Rhinolophus Rhinolophus
. - ferrumequinum papillomavirus 1] AHJ81407 | ferrumequinum 70.5% 132 4.39e-13
240/291nt Papillomaviridae major capsid protein, partial [Eidolon helvum dsDNA
papillomavirus 5] AGL97797 |Eidolon helvum 70.5% 132 5.16e-13
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
. . 41] NP_040294 | papillomavirus 70.6% 153 6.20e-20
250/282 Papillomaviridae hypothetical protein HpV63gp7 [Human Human dsDNA
papillomavirus type 63] NP_040902 | papillomavirus 75.5% 147 2.52e-17

(continua)




Tabela5 — Descric¢do dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A5 do municipio de Tavares

(continuacéo)

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descri¢do - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
i i 0, -
993/252nt Papillomaviridae 41] _ _ _ _ _ NP_040293 | papillomavirus 66.7% 189 1.03e-13 dSDNA
L2 protein [Felis domesticus papillomavirus type
1] NP_848024 | Felis domesticus 44.7% 228 4.29¢e-08
Miniopterus
ini i i 1 1 1 1M 0, -
307/245nt Papillomaviridae E1 [Miniopterus schreibersii papillomavirus 1] AFR33945 sglrjlr;eggersu 59.3% 243 5.07e-28 dSDNA
E1 [Human papillomavirus type 57c] BAF80482 papillomavirus 60.5% 243 1.91e-27
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
1 1 0, -
395/234nt Papillomaviridae 41_] _ _ _ NP_040293 | papillomavirus 60.3% 234 4.26e-22 dsDNA
minor capsid protein [Erethizon dorsatum
papillomavirus 1] YP_224226 | Erethizon dorsatum | 59.2% 213 1.34e-16
YP_0092725
. . . 0 i
328/233nt Papillomaviridae E2 protein [Bos taurus papillomavirus 17] 90 a%?:;rus 41.5% 159 2.25e-04 dsDNA
regulatory protein E2 [Mupapillomavirus 1] NP 597740 | papillomavirus 46.2% 156 7.52e-04
Human
. . . . 0 i
341/224nt Papillomaviridae E6 [Human papillomavirus type 39] AGU90527 mp::]l;?]mawrus 37.7% 183 1.42e-06 dsDNA
E6 [Human papillomavirus type 39] AGU90567 | papillomavirus 37.7% 183 4.89¢e-06
Kappapapillomaviru
i i 0, -
363/217nt Papillomaviridae E1 [Kappapapillomavirus 1] NP_057843 sHiman 37.0% 219 3.47e-07 dsDNA
E1 [Human papillomavirus] AQM73657 | papillomavirus 33.8% 222 1.42e-06

(continua)




Tabela 5 - Descricdo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A5 do municipio de Tavares

(continuacéo)

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descri¢do - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
Human
383/211nt Papillomaviridae | E1 protein [Human papillomavirus type 105] CAW42263 papillomavirus 50.0% 150 9.81e-06 dsDNA
E1 [Canis familiaris papillomavirus 6] YP_003204677 | Canis familiaris 55.6% 162 7.90e-05
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
i i 0, -
387/210nt Papillomaviridae 41] . _ . . NP_040285 papillomavirus 46.0% 189 2.65e-10 dSDNA
putative E6 oncogenic protein [Eptesicus
serotinus papillomavirus 1] AHJ81384 Eptesicus serotinus | 42.6% 183 4.30e-05
) . E2 protein [Crocuta crocuta papillomavirus 1] YP_006666517 | Crocuta crocuta 52.9% 210 9.69e-16
395/207nt Papillomaviridae | putative E2 early protein [Rhinolophus Rhinolophus dsDNA
ferrumequinum papillomavirus 1] AHJ81405 ferrumequinum 51.4% 210 1.42e-14
Human
. . . . . 0 i
402/206nt Papillomaviridae L1, partial [Human papillomavirus type 1a] ANN81187 E/laipr)]lilcl)g?;?:;rus 54.8% 186 6.25e-16 dSDNA
L1 [Miniopterus schreibersii papillomavirus 1] | AFR33949 schreibersii 53.2% 186 1.83e-15
Human
. . . . . 0 i
419/178nt Papillomaviridae Iatg proteln_ L1 [Hu_man papll!omawrus type 32] | NP_041806 papillomavirus 54.2% 177 1.47e-16 dSDNA
major capsid protein L1, partial [Human Human
papillomavirus type 53] AMNO09999 papillomavirus 50.8% 177 2.43e-16

(continua)




Tabela5 - Descricéo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A5 do municipio de Tavares

(continuacéo)

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descri¢do - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
similar to variola and vaccinia E4L, partial Molluscum
[Molluscum contagiosum virus subtype 1] AAB57949 contagiosum 78.0% 300 1.84e-48
Molluscum
MCO034 [Molluscum contagiosum virus subtype 2] | AQY16607 contagiosum 79.0% 300 1.22e-47
.. MCO034L [Molluscum contagiosum virus subtype Molluscum
37 /1058nt Poxviridae 1] [ ) P NP 043985 | contagiosum 78.0% 300 222046 |9SDNA
Molluscum
MCO034 [Molluscum contagiosum virus subtype 1] | AQY 16958 contagiosum 78.0% 300 3.17e-46
CNPV127 RNA polymerase subunit RPO30
[Canarypox virus] NP_955150 Canarypox virus 76.8% 297 6.65e-46
. . hypothetical protein [unidentified circular SSDNA unidentified
116 /433nt Unind Circular vms] P : APG55805 circular 39.1% 192 432e-05 |SSPNA




Tabela6 - Descricdo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A6 do municipio de Sdo Gabriel
Tipo de Amostra: Pool de Urina

Procedéncia: Sdo Gabriel

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descrigdo - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value | Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
- T, 0 i
86/271nt Anelloviridae ORF1 [Torque teno Tadarida brasiliensis virus] YP_009058944 Torque teno 37.1% 186 4.48e-04 SDNA
ORF1 [SEN virus] AAS18428 SEN virus 38.7% 186 2.10e-02
hypothetical protein [unidentified circular SSDNA unidentified
i i 0, -
114/220nt Circoviridae V|rus_] _ _ _ _ APG55805 C|rcu_lar 40.6% 207 6.69e-04 SSDNA
capsid protein [Porcine serum-associated circular Porcine serum-
virus] ANB82427 associated 36.6% 123 5.19e-02
Mupapillomavirus
. . . 0 i
11/1698nt Papillomaviridae E6 protein [Mupapillomavirus 1] NP_040305 |1_|uman 31.2% 414 1.63e-06 dSDNA
early protein E6 [Human papillomavirus type 209] | AQT33337 papillomavirus 30.8% 133 8.66e-06
putative late L1 protein [Rhinolophus Rhinolophus
. X ) . 0
13/1386nt Papillomaviridae ferrumeq.umum pa_plllomakus 11 . AHJ81407 ferrumequinum 56.8% 1311 0 dSDNA
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
41] NP_040294 papillomavirus 72.2% 1317 0
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
. - 41] NP_040293 papillomavirus 53.6% 1164 1.16e-102
15/1282nt Papillomaviridae putative late L2 protein [Rhinolophus Rhinolophus dsDNA
ferrumequinum papillomavirus 1] AHJB81406 ferrumequinum 37.7% 1224 1.48e-38
hypothetical protein [Human papillomavirus type Human
i i 0, -
16/1264nt Papillomaviridae 41] . _ . . _ NP_040285 papillomavirus 48.2% 411 3.10e-31 dsDNA
putative E6 oncogenic protein [Eptesicus serotinus
papillomavirus 1] AHJ81384 Eptesicus serotinus | 38.5% 390 1.71e-13

(continua)




Tabela 6 - Descrigdo dos hits dos contigs virais obtidos a partir da amostra A6 do municipio de Sdo Gabriel

(continuagéo

N° Contig/ Identidade de Tamanho da
Tamanho Familia Descrigdo - BLASTX Nome da Seq Organismo aminoacidos Sequéncia E -value | Genoma
(nucleotideos) (%) (nucleotideos)
E1 protein [Talpa europaea papillomavirus 1] | AGM75114 Talpa europaea 44.3% 522 2.21e-43
23/968nt Papillomaviridae dsDNA
Human
E1A [Human papillomavirus] AKZ17780 papillomavirus 45.7% 492 9.91e-43
hypothetical protein [Human papillomavirus Human
. - type 41] NP_040294 papillomavirus 80.1% 423 1.23e-74
28/780nt Papillomaviridae putative late L1 protein [Rhinolophus Rhinolophus dsDNA
ferrumequinum papillomavirus 1] AHJ81407 ferrumequinum 65.0% 420 2.29e-61
hypothetical protein [Human papillomavirus Human
. - type 41] NP_040294 papillomavirus 56.9% 654 7.82e-72
31/652nt Papillomaviridae putative late L1 protein [Rhinolophus Rhinolophus dsDNA
ferrumequinum papillomavirus 1] AHJ81407 ferrumequinum 54.5% 633 2.44e-67
putative E6 oncogenic protein [Eptesicus
50/392nt Papillomaviridae | serotinus papillomavirus 1] AHJ81384 Eptesicus serotinus 40.2% 366 6.51e-17 | dsDNA
E6 [Eidolon helvum papillomavirus 1] AGB34175 Eidolon helvum 40.2% 366 1.13e-13
hypothetical protein [Human papillomavirus Human
77/281nt Papillomaviridae | type 41] NP_040294 papillomavirus 70.1% 261 1.89e-34
L1, partial [Eidolon helvum papillomavirus] | AQA28207 Eidolon helvum 56.7% 270 4.20e-30
. - hypothetical protein [Human papillomavirus Human
81/276nt | Papillomaviridae |/ o 419 NP 040286 | papillomavirus 46.6% 264 7.08e-08 | 9SDNA
Deltapapillomavirus
82/275nt Papillomaviridae | truncated E1 [Deltapapillomavirus 4] ACR78110 4 49.3% 201 2.42e-04 | dsDNA
E1 [Procyon lotor papillomavirus 1] YP_249600 Procyon lotor 50.0% 204 7.93e-04
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5.1.1 Anelovirus

Uma sequéncia de 186 nucleotideos com identidade para anelovirus foi
encontrada na urina da colénia de morcegos de Sdo Gabriel (A6). Tal sequéncia
foirecuperada docontig 86 e apresentou um percentual de identidade de amino&cidos de
37% com a ORF1 do virus Torque teno Tadarida brasiliensis.

5.1.2 Circovirus

Membros da familia Circoviridae sdo encontrados principalmente nas fezes, em
nossa pesquisa foram encontradas sequéncias com identidade a esta familia nas fezes e,
em menor proporcdo, em uma das amostras de urina (A6). Dentre as amostras de urina,
somente a amostra de Sdo Gabriel retornou sequencias com identidade a circovirus,
apresentando 37% de identidade a proteina do capsideo do virus associado ao soro de
suinos. Naamostra de fezes (A2), a partir do contig 69 foi obtida uma sequéncia de 516
nucleotideos que apresentou 37% de identidade de aminoacidos ao Po-Circo Like virus,
descrito anteriormente em granjas de suinos(SHAN et al., 2011). Esta foi a maior
sequéncia recuperada desta familia viral. A arvore filogenética gerada demonstrou que o
CV encontrado no presente estudoestd filogeneticamente relacionado a circovirus
encontrados em fezes de aves, ndo agrupando com outros circoviruspreviamente
descritos em morcegos, incluindo um CV deTadarida brasiliensis (Figura 6).

Adicionalmente, o contig 132, encontrado na amostra de fezes (A2), apresentou
98% de similaridade com a replicase do Bat-Circovirus POA, um circovirus
identificado em 2012 em morcegos da espécie Tadarida brasiliensis na cidade de Porto

Alegre.
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53— CV8 Morcego associado KJ641711.1
100 | —— CV5 Morcego associado KJ641727.1
CV7 Morcego associado KJ641723.1
8L CV6 Morcego associado KJ641724.1
CV Morcego KX756986.1
CWV1 Morcego associado JX863737.1

CV Morcego Rhinoloplus JQ814849.1
100 CV Morcego Tadarida NC 028045.1
i 26 Doenca do Bico e Pena NC 001944.1
CV Gaivota NC 008521.1
CV Fezes humanos GQ404856.1

@ Contig 69 A2

M CV Ganso NC 003054.1
100 [ €V Pato NC 007220.1
L cvcisne NC 025247.1
CV2 Morcego associado NC 021206.1
% PCV 2 AY424401.1
1ool—— PCV1NC001792.2

Cv Fezes de humanos NC 023888.1
PO-Circo Like 51 NC 025684.1

83 [ PO-Circo Like 22 JF713717.1
100 PO-Circo Like 21 NC 025682.1

—
0.1

79

Figura 6- Arvore filogenética da sequéncia de circovirus,contig 69, da amostra A2 e sua
relacdo com outros membros representativos da familia Circoviridae. A arvore foi
gerada pelo método de Neighbour-Joining, modelo estatistico de distancia posterior (p-
distance) com 1000 réplicas de bootstrap a partir do alinhamento de nucleotideos
utilizando MUSCLE.

5.1.3 Papilomavirus

Um total 33 contigs com identidade a PV foram identificados nas amostras de
urina. Ndo foram recuperadas sequéncias de papilomavirus na amostra de fezes. O
maior contig obtido, TbraPV2, com 1386 nucleotideos cobriu84% da regido
codificante do gene L1 e apresentou E- value de zero, o que demonstra a pouca

probabilidade deste resultado ter se dado ao acaso. A arvore filogenética gerada com
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todas as espécies de hospedeiros conhecidas indicou que as sequéncias ThraPvl e
ThraPV2 agruparam em um Unico clado, porém em ramos distintos. O cluster onde
ambas as amostrasforam posicionadasabrange as seguintes espécies de papilomavirus:
Nupapillomavirus, Dyochipapillomavirus, Dyoupsilonpapillomavirus,
Dyokappapapillomavirus, Deltapapillomavirus e Sigmapapillomaviruse PV de
morcegos ainda néo classificados (Figura 7).

_________ = TMPV3_L1.1
_________ TMPVA_LT 1
EcPV5_L1 1
o <5 ——— EcPv3 L1

\ PmPVI_L1.1
\ MnPV1_L1.1
Y RPV3_L1.T
PpuPv1_L1

CPV11_L1A
CEV"C‘ L1

HPV63_L1 .1
CeanPV1_LT
OcPVI_L1.1
SPVI_L1A

EaPV1_L1.1

ERPVI_L1.1
TMscPv2_L1
EdPV1_L1.1

ThraPVv2 <:
HPVA1_L1.1

, Y Ci L
=t \ PIPV1_L 1
\ CPVI_L11|
05254789
UUPY

oD 1t

Figura 7Arvore filogenética das sequéncias TbraPV1, TbraPV2 alinhadas com
sequéncias referéncias do Gene L1 de papilomavirus de todas as espécies de
hospedeiros conhecidas . A arvore foi gerada pelo método Maximum Likehood a partir
do alinhamento MUSCLE de aminoécidos com modelo estatistico LG+G+I+F. O nivel
de confianca foi obtido pela analise de 1000 réplicas de bootstrap. As setas indicam as
sequéncias obtidas neste estudo.

A arvore gerada incluindo somente sequéncias obtidas de morcegos mostrou o
agrupamento da sequéncia TbhraPV1, proveniente da amostra A5, com o PV de género e
espécie ainda ndo classificados, descrito em morcegos da familia Molossidae, da
espécie Molossus molossus. JaA a sequéncia ThraPV2agrupou em um outro cluster
incluindo as seguintes espécies de papilomavirus de morcegos: Dyopsipapillomavirus
1, Treisdeltapapillomavirus 1, Dyoupsilonpapillomavirus 1 e Dyotaupapillomavirus
1(Figura 8).



37

100 Eptesicus serotinus papillomavirus 1 (EsPV1)L1gene
Dyopsipapillomavirus

81 Eptesicus serotinus papillomavirus 3 (EsPV3)L1gene
32 L Rhinolophus ferrumequinum papillomavirustype 1 (RfPv1)L1gene ] Treisdeltapapillomavirus
Eidolon helvumpapillomavirus 1 (EhPV1)L1gene  _] Dyoupsilonpapillomavirus
= 7< Miniopterus schreibersii papillomavirus 2 (MscPV2)L1gene 7] Dyotaupapillomavirus
52 @ TbraPV2 ] Unclassified <:|
I_ Molossus molossus papillomavirus 1isolate (MmoPV1)L1gene -
Unclassified
wol @ Thrapva <O :|
Myotis ricketti papillomavirus 1 (MrPV1)L1gene  _] Unclassified
76 Eptesicus serotinus papillomavirus 2 (EsPV2)L1gene ] Dyoomegapapillomavirus

ﬂiopterus schreibersii Papillomavirus 1 (MscPV1)L1gene 7] Unclassified

Eidolon helvum Papillomavirus 3 (EhPV3)L1 gene

100 Eidolon helvum Papillomavirus 2 (EhPV2) L1 gene Psipapillomavirus
452‘— Rousettus aegyptiacus Papillomavirus 1 (RaPV1)L1gene

—
01

Figura 8 - Filogeniadas sequéncias TbraPV1, TbraPV2 alinhadas com sequéncias
referéncias do Gene L1 de papilomavirus de morcegos. A arvore foi geradapelo método
Maximum Likehood a partir do alinhamento MUSCLE de aminoacidos com modelo
estatistico LG+G+I. O nivel de confianca foi obtido pela anélise de 1000 réplicas de
bootstrap.As setas indicam as sequéncias obtidas neste estudo.

5.1.4 Poxvirus

Ocontig 37, contendo 1058 nucleotideos e pertencente a amostra A5 de urina de
Tavares, retornouuma sequéncia de 300 nucleotideos com identidade de 79% ao virus
Molluscum contagiosum (VMC), virus reconhecido como exclusivo de humanos,da
familia Poxviridae. A sequéncia obtida teve identidade com superfamilia das RNA
polimerases DNA dependentes dos poxvirus. Proteinas desta familia tem entre 193 e
259 aminoacidos (MARCHLER-BAUER, 2017). A analise filogenética mostrou que a
sequéncia recuperada estd filogeneticamente relacionada as sequéncias do género

Molluscipoxvirus, no entantoa mesma se posiciou em um ramo distinto (Figura 9).
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YP 0090460971 RNA polymerase subunit RPO30 Penguinpox virus
4100‘:“3 009046334.1 RNA polymerase subunit RPO30 Pigeonpox virus
97 NP 039063.1 RNA polymerase subunit RPO30 Fowlpox virus
— ARF02712.1 SWPWV1-116 Shearwaterpox virus
L MP 955150.1 CNPV127 RMNA polymerase subunit RPO30 Canarypox virus

YP 009177092.1 RMA polymerase subunit RPO30 Turkeypox virus

83

# Contig 37 A5

vy AQY16607.1 MC034 Molluscum contagiosum virus subtype 2

AABETI49.1 similar to variola and vaccinia E4L partial Molluscum contagiosum virus subtype 1
p- AQY16958.1 MCO34 Molluscum contagiosum virus subtype 1
NP 0439851 MCO34L Molluscum contagiosum virus subtype 1
ADKE3670.1 m30L Myxoma virus
YP 0048213911 DMA-dependent RNA polymerase subunit rpo30 Yokapox virus
— YP 009281806.1 RMA polymerase Volepox virus
AAF33915.1 TESL Vaccinia virus Tian Tan
AAUN1257 1 MPXV-WRAIR04T Monkeypox virus
95 [ ABD97412.1 DNA-dependent RMNA polymerase subunit rpo30 Cowpox virus
NP 619857.1 CPXWOT0 protein Cowpox virus

100

100

67

96

Figura 9.Arvore filogenética gerada pelo método de Maximum Likehoodincluindo 17
sequéncias de aminoacidos do gene relacionado a RNA polimerase de poxvirus e a
sequéncia gerada a partir do contig 37 da amostra A5. Foi utilizado bootstrap de 1000
réplicas.

6. Discussao

A presente pesquisa teve como objetivo a analise do uso da metagenémica em
amostras de morcego da rotina do PECPR como instrumento de monitoramento e
vigilancia para virus de interesse. Com este objetivo, foram utilizadas amostras de
fezes e urina coletadas em duas coldnias perenes da espécie Tadarida brasiliensis,
considerada sinantropica no Rio Grande do Sul (CEVS, 2012), localizadas nas cidades
de Tavares (regido Litoranea) e Sdo Gabriel (regido da Campanha Central).

Seqiiéncias relacionadas a quatro familias virais foram identificadas. Na cidade
de Tavares foram encontradas as familias Circoviridae, Papillomaviridae e Poxviridaee
em Sdo Gabriel foram encontradas Anelloviridae, Circoviridae e Papillomaviridae.
Adicionalmente, foram identificados na amostra de fezes (amostra A2) contigs
referentes a virus que infectam insetos, provavelmente esse achado se deve a dieta
insetivora da espécie de morcego analisada.

A familia Papillomaviridae, identificadano maior nimero de sequéncias do
presente estudo,esta subdividida em 49 géneros ja classificados, 34 deles (69%) sao
géneros com uma Unica espécie viral. Apesar da ampla diversidade de géneros, ha

pouca disponibilidade de dados sobre a ocorréncia de papilomas em morcegos,
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tornandomais complexa a avaliagio dos resultados encontrados. As
andlisesfilogenéticas dos papilomavirus desta pesquisa foram feitas com base no
conceito de taxonomia empregado paraclassificacdo dos papilomavirus, que prevéa
analise na sequéncia de DNA do gene L1(International Committee on Taxonomy of
Viruses(ICTV), 2017). Membros do mesmo género compartilham mais que 60% de
identidade na sequéncia de nucleotideos da ORF do L1. Membros da mesma espécie
compartilham entre 71% e 89% de identidade na sequéncia total do gene L1. Novos
tipos devem divergir em mais que 10% do tipo conhecido mais proximo e novas
variantes em menos que 2% do tipo mais proximo conhecido (BERNARD et al., 2010).
Como o objetivo deste estudo visa a vigilancia para virus de interesse e identificacdo de
virus emergentes que possam representar risco a saude humana, a abordagem escolhida
consistiu na comparacdo das sequéncias de papilomavirus identificadas na pesquisa,
com identidade ao gene L1, com todos os HPV (human papilloma virus) disponiveis,
bem como representantes de todas as espécies de hospedeiros conhecidas. 1sso gerou
uma extensa arvore filogenética que permitiu visualizar que as amostras ThraPvl e
ThraPV2agruparam em um Unico clado, porém se posicionaram em ramos distintos.
Interessantemente, a ThraPV2 de S&o Gabriel, maior sequéncia de L1 obtida e
que por isso permitiuuma analise mais robusta, apresentou 72,2% de identidade de
aminoacidos com o HPV41, pertencente a espécie Nupapillomavirus 1, dnico
representante do género Nupapillomavirus. Buscandoavaliar se a sequéncia em questao
tratava-se de um novo PV foi feito uso da ferramentaL1l Taxonomy Tooldo NCBI
(disponivel em https://pave.niaid.nih.gov/#analyze/l1_taxonomy_tool) obtendo-se o
resultado de 67% de identidade, o que segundo os conceitos de taxonomia utilizados
indica ser uma nova espécie de papilomavirus do género Nupapillomavirus.Apesar da
identidade a uma espécie de PV humano, este resultado deve ser avaliado considerando
a diferenca do tamanho do banco de dados disponivel de sequéncias do gene L1, sendo
183 sequéncias oriundas de humanos e apenas 12 sequéncias de morcegos. Dentre as
sequéncias de morcegos disponiveis nos banco de dados, apenas nove estdo
classificadas (Tabela 7).A analise filogenética das sequéncias deste estudo comparando
apenas com sequéncias de morcegos, demonstrou que a ThraPV1 esta fortemente
relacionada ao PV ainda ndo classificado descrito em morcegos Molossus molossusda
Guiana Francesa, espéciepertencente a mesma familia do Tadarida brasiliensis: familia
Molossidae(SALMIER et al., 2017).Possivelmente a amostra ThraPV1 trata-se de uma

especie deste novo género ainda ndo classificado. Ha registros dessas duas espécies
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compartilhando o mesmo abrigo em cidades do Rio Grande do Sul.

Durante a coleta em Tavares, foram observados alguns morcegos com lesdes
cutaneas semelhantes a hiperqueratose, que € uma lesao histopatologica compativel com
a ocorréncia de papilomatose. O registro fotografico das lesdes pode ser observado nas

figuras 10 e 11.

Figura 10 - LesBes cutdneas compativeis com papilomatose em morcego T.
brasiliensis de Tavares, RS (Imagem: Aline Campos, 2017)

FY R s~

Figura 11 - LesOes cutaneas compativeis com papilomatose em morcego T.
brasiliensis de Tavares, RS (Imagem: Aline Campos, 2017)
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A ocorréncia de papilomavirus em quirdpteros ja foi descrita em sete espécies de
morcegos, seis delas no continente europeu e uma no continente americano (SALMIER
et al.,, 2017; PAVE, Papillomavirus Episteme Database, http://pave.niaid.nih.gov/,
ultimo acesso Fevereiro 2018). As manifestacGes clinicas do papilomavirus em
morcegos variaram do assintomatico a ocorréncia de carcinoma basoescamoso. Apesar
de ndo ter sido realizado o isolamento viral e nem o exame histopatologico das lesbes
encontradas nos animais de Tavares, é provavel gue tais lesdes estejam associadas ao
papilomavirus encontrado em nossas amostras. Os dados ndo foram suficientes para
avaliar se a presenca destes virus representa algum risco a conservacdo das espécies de
morcegos.

A importéncia destes achados de papilomavirus em morcegos reside
principalmente no fato de que pouco é conhecido sobre 0s mecanismos que determinam
a diversificagdo desta grande familia viral. Nesse sentido, as informagdes obtidas neste
estudo poderdo auxiliar na compreensdo da evolucdo viral e das interacdes virus-
hospedeiro. Ainda que esteja convencionado que os papilomavirus co evoluiram com
seus hospedeiros ao longo do tempo, que eles sdo altamente espécie especifica, que a
probabilidade de recombinagdes seja pequena e que provavelmente a capacidade
zoondtica desta familia seja de baixa importancia, estes dados colaboram para o melhor
entendimento das relacdes filogenéticas entre a ampla gama de hospedeiros dos PV.
(GARCIA-PEREZ et al., 2014).

Em relacdo as sequéncias de circovirus, a ocorréncia de sequéncias desta familia
viral em amostra de urina provavelmente se deveu ao método de coleta ambiental, que
possibilita a contaminacdo da amostra com as fezes. As relacdes filogenéticas
observadas na sequéncia obtida a partir do contig 69 da amostra A2 estdo de acordo
com os resultados de metagendmica obtidos em morcegos Molossus molossus da
Guiana Francesa(SALMIER et al., 2017).Em ambos os estudos as sequéncias de CV
obtidas estdo mais relacionadas a sequéncias anteriormente identificadas em aves.
Curiosamente, tais sequéncias ndo agruparam com os CV ja encontrados em morcegos,
incluindo circovirus deT. brasiliensis descrito na cidade de Porto Alegre(LIMA et al.,
2015; WU et al., 2016).Este achado pode estar relacionado ao fato que proximo ao local
de coleta, no municipio de Tavares, encontra-se o Parque Nacional da Lagoa do Peixe, 0
localé abrigo para grandes concentra¢fes de aves migratorias do Hemisfério Norte (no
verdo) e Sul (no inverno) e recebe aves como gansos marinhos, cisnes, marrecos,

flamingos, macaricos, gaivotas entre outros, que habitam nesta parte do ano 0 mesmo
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territdrio dos morcegos.

A analise metagendmica permitiu também a identificagdo de poxvirus na
amostra A5. Existem pelo menos cinco registros anteriores da ocorréncia de poxvirus
em morcegos de ambas as subordens - megachiroptera e microchiroptera, distribuidos
em quatro diferentes continentes( EMERSON et al., 2013;BAKER; MURCIA, 2014; O
"DEA et al., 2016; TU et al., 2017).Em 2009 foram encontradas através da analise de
metagenémica sequéncias de poxvirus relacionadas a MOCV em suabes orais de
Eidolun helvum em Ghana, Africa ocidental. A baixa similaridade da sequéncia de
poxvirus aqui encontrada com outros genomas de poxvirus de morcegos ja
caracterizados em outros paises pode ser justificada pela pouca quantidade de
sequéncias obtida somada a diversidade genética e as barreiras geograficas que separam
as espécies (O DEA et al., 2016).Esta quantia consideravel de registros anteriores de
poxvirus em morcegos, relatadosem curto espaco de tempo,demonstra que ndo se trata
de um achado isolado. Uma ampla gama de hospedeiros silvestres de poxvirus ja
foidescrita, assim como as caracteristicas espécie especificas destes virus (p. ex.poucos
genes ndo essenciais compartilhados e especificidade de hospedeiro dentro do mesmo
género). Ndo ha indicios até 0 momento de que 0s morcegos abriguem poxvirus com
maior potencial zoon6tico ou epidémico que as demais espécies de animais (BAKER;
MURCIA, 2014; O 'DEA et al., 2016).

No que se refere as sequéncias das familias Anelloviridae e Circoviridae
encontradas na amostra A6, de urina de Sdo Gabriel, a pouca quantidade ndo permitiu
uma analise da filogenia que produzisse resultados consistentes, ja que similaridade ndo
significa necessariamente relacionamento evolutivo.

Para que se obtenham resultados relevantes em estudos desta natureza, que
buscam o0s poucos virus potencialmente zoondticos ja descritos e prospecta novos virus
emergentes ainda desconhecidos, as analises realizadas e os resultados obtidos devem
estar de acordo ao contexto da hipotese e a biologia do organismo avaliado.

A identificacdo das espécies virais que infectam os morcegos de colbnias
urbanas representa uma forma efetiva de vigilancia e fornece subsidios para a
elaboragdo de contramedidas. Além disso, a descoberta de novos agentes virais de
morcegos amplia o conhecimento sobre a diversidade viral associada a estes animais
(TSE et al., 2012). Porém, conclusfes precipitadas podem por em risco a conservagao
de diversas espécies de morcegos ja impactadas pelo aumento das diversas interagdes

antropicas, resultado das recentes mudancas ecoldgicas e demograficas. A deteccdo do
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genoma de virus zoonGticos em morcegos contribui para 0 melhor entendimento do
papel desses animais como reservatorio de doencas importantes, mas ndo gera dados
suficientes para construcdo de informacgdes a respeito do potencial epidémico destes
virus. Mais estudos devem ser feitos para que seja possivel avaliar o risco representado
pelos virus oriundos de morcegos, como por exemplo a recuperacdo do genoma
completo dos virus encontrados, vigilancia clinica e soroldgica da populacéo residente
préximo ao local de deteccdo do virus, bem como estudos moleculares e soroldgicos
também dos morcegos naturalmente infectados (BAKER; MURCIA, 2014).
Finalizando, a complexidade para a realizagdo das coletas de morcegos e
animais silvestres realizadas regularmente pelo PECPR torna estas amostras em um
valioso material de pesquisa. As varias parcerias desenvolvidas e os resultados ja
obtidos, demonstram que a colaboracdo e o compartilhamento desse material biologico
com grupos de pesquisa possibilitam a otimizagdo de custos, o melhor aproveitamento
de recursos publicos e o mais importante: possibilita a ampliacdo da vigilancia para
outros virus de interesse, além do virus rabico, que também podem representar risco a

salde publica.
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7. Conclusotes

Foram encontradas 33 sequéncias com identidade a familia Papillomaviridae.

Foram encontradas 3 sequéncias com identidade a familia Circoviridae.

Foi encontrada uma sequéncia com identidade a familia Poxviridae.

Foi encontrada uma sequéncia com identidade a familia Anelloviridae.

Duas sequéncias apresentaram identidade a virus circulares DNA de cadeia
simples ainda ndo identificados.

A andlise das sequéncias com identidade aogene Ll1dos papilomavirus
encontrados sugerem que uma nova espécie do género Nupapillomavirus foi
identificada.

O compartilhamento das amostras obtidas atraves do Programa de Vigilancia e
Controle da Raiva amplia a pesquisa de virus de interesse em saude publica.

O uso da metagendmica como ferramenta molecular para monitoramento dos
virus pode agregar informacGes importantes a elaboracdo de medidas de vigilancia e

resposta em salde publica.



Tabela 7 - Gene L1 papilomavirus de morcegos

Tamanho
- A - . Referencia Espécie do | sequéncia Identificacdo no
Acronimo Nome da sequencia Espécie do virus Bibliografica hospedeiro nucleotideos | Genbank
L1

Enpy1  |Eidolon helvum | o oupsilonpapillomavirus 1 | C3rCia-Perez et al. | g o0 hevum | 1542 JX123128
papillomavirus 1 Unpublished
Eidolon helvum . . Yinda et al., | —.

EhPV2 . . Psipapillomavirus 1 . Eidolon helvum 1560 KX276957
papillomavirus 2 Unpublished
Eidolon helvum . . Yinda et al., | —.

EhPV3 papillomavirus 3 Psipapillomavirus 1 Unpublished Eidolon helvum 1542 KX276956
Eptesicus serotinus L . Garcia-Perez et al., . .

EsPV1 papillomavirus 1 Dyopsipapillomavirus 1 2014 Eptesicus serotinus | 1542 KC858263
Eptesicus serotinus . . Garcia-Perez et al., . .

EsPV?2 papillomavirus 2 Dyoomegapapillomavirus 1 2014 Eptesicus serotinus | 1500 KC858264
Eptesicus serotinus L . Garcia-Perez et al., . .

EsPV3 papillomavirus 3 Dyopsipapillomavirus 1 2014 Eptesicus serotinus | 1521 KC858265
Myotis ricketti - . .

MrPV1 papillomavirus 1 Unclassified Wu et al., 2012 Myotis ricketti 1503 JQ814847

Mscpyy | Miniopterus  schreibersi | ;o ocifjeq Wuetal, 2012 | Miniopterus 1509 10814848
papillomavirus 1 schreibersii

MscPV2 er!lopteru_S schreibersii Dyotaupapillomavirus 1 Tseetal., 2012 Mmlqpterg_s 1506 JQ692938
papillomavirus 2 schreibersii

Rapv1 | ROUseltus  aegyptiacus| oo itiomavirus 1 Rector et al., 2006 | ROUSettus 1572 DQ366842
Papillomavirus 1 aegyptiacus
Rhinolophus : ;

RfPV1 ferrumequinum Treisdeltapapillomavirus 1 Garcia-Perez et al., Rhlnoloph_us 1530 KC858266

. . 2014 ferrumequinum

papillomavirus type 1

MmoPV1 . .
Molossus molossus PVV1 Unclassified Salmier et al, 2017 | Molossus molossus | 1689 KX812447
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