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RESUMO

Algumas espécies de morcegos tém sido reconhecidas como reservatdrios naturais de varias
familias virais, desempenhando um importante papel na trasmissdo e manutencdo desses
micro organismos. Devido a descaracterizacdo e fragmentacdo de habitats naturais, esses
mamiferos buscam alternativas de abrigo e alimento, e assim, ficam cada vez mais expostos
aos meios antropicos e em contato com humanos e animais domésticos. Com excecao do virus
rabico, existem poucos trabalhos realizados na detec¢do de virus em morcegos no Brasil. Em
virtude disso, o presente estudo objetivou a deteccdo de virus (circovirus, astrovirus,
coronavirus e lyssavirus relacionados ao virus da raiva) em amostras de 6rgdos de morcegos
do estado do Rio Grande do Sul. Os &cidos nucléicos foram extraidos das amostras de 6rgaos
de morcegos e submetidos a detecdo por PCR e RT-PCR. Ap0s a detecgdo, os fragmentos
obtidos foram sequenciados para realizar analise filogenética dos virus encontrados. Ao total
foram analisadas 108 amostras de diferentes espécies e localidades, das quais dez foram
positivas para circovirus, seis para coronavirus e 25 para astrovirus, este ultimo sendo o
primeiro registro do virus em morcegos para o Brasil. Todas as amostras foram negativas para
lyssavirus relacionados ao virus da raiva. Andlises filogenéticas revelaram que as sequéncias
de circovirus agruparam em ambos os géneros Circovirus e Cyclovirus, coronavirus no género
Alphacoronavirus em dois clados diferentes e astrovirus no género Mamastrovirus junto com
outros astrovirus de morcegos, o qual formam um clado separado dos outros mamiferos. Os
resultados demonstram uma diversidade genética entre os virus encontrados em diferentes

especies de morcegos, que possuem dietas alimentares e habitats distintos.

Palavras-chave: Chiroptera, PCR, RT-PCR, Circovirus, Astrovirus, Coronavirus.



ABSTRACT

Some bat species have been recognized as natural reservoirs of several viral families, playing
an important role in the transmission and maintaining of these micoorganism. Due to
mischaracterization and fragmentation of natural habitats, these mammals seek shelter
alternatives and food, and thus are increasingly exposed to anthropism, which make the
contact with humans and domestic animals closer. With the exception of the rabies virus,
there are few studies on the detection of viruses in bats in Brazil. Therefore, the present study
aimed the detection of viruses (circovirus, astrovirus, coronavirus and rabies-related virus) in
bats organs samples from Rio Grande do Sul state. Nucleic acids were extracted from bat
organs samples and submitted to detection by PCR and RT-PCR. After detection, the obtained
fragments were sequenced to perform phylogenetic analysis of the viruses found. From a total
of 108 samples analyzed of different species and locations, ten were positive for circoviruses,
six for coronaviruse and 25 for astrovirus, which was the first report of this virus in bats in
Brazil. All samples were negative for rabies-related virus. Phylogenetic analyzes revealed
that the sequences of circoviruses grouped in both Circovirus and Cyclovirus genus,
coronaviruses in Alphacoronavirus genus in two different clades and astroviruses in
Mamastrovirus genus along with other bats astrovirus, which form a separate clade from
other mammals. Results demonstrate a genetic diversity among viruses found in different

species of bats, which have different diets and habitats.

Keywords: Chiroptera, PCR, RT-PCR, Circoviruses, Astroviruses, Coronaviruses.
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1. INTRODUCAO

A importancia de estudar espécies de virus reside no fato de que a maioria dos seres
vivos podem ser reservatOrios desses micro organismos, sem necessariamente transmitir
viroses (TAYLOR et al., 2001). Os virus se mantém na natureza através de especies
reservatorias, 0 que pode acarretar na eventual transmissdo em diferentes hospedeiros. Com
isso, muitos fatores podem contribuir para a emergéncia de novos patdgenos, como mudancas
ambientais e climaticas, atividades antrépicas e a expansao urbana, a evolucdo do virus e até
mesmo o aprimoramento nas técnicas de deteccdo (WANG, 2009).

Morcegos, como qualquer outro mamifero, possuem virus associados a distintas
espécies, localidades e mesmo conforme a dieta alimentar (CALISHER et al., 2006). Na
natureza, além dos morcegos, outros animais também servem de reservatério de agentes
virais, como roedores, primatas ndo-humanos, carnivoros, marsupiais, aves, e artropodes
(KUIKEN et al., 2005). Atualmente, os morcegos vém sendo relacionados como hospedeiros
reservatorios de alguns virus, podendo acarretar no cruzamento da barreira interespécie, e
assim, infectar humanos e outros mamiferos, tanto domeésticos, quanto silvestres
(WOOLHOUSE & GOWTAGE-SEQUEIRA, 2005).

O primeiro relato de morcegos como portadores de virus surgiu durante a década de
20, quando o virus da raiva foi identificado em morcegos na América do Sul e Central
(WANG, 2009). Embora o estudo sobre a raiva nos morcegos continue em andamento até os
dias de hoje, a importancia dos morcegos como reservatérios de viroses zoonoticas foi
largamente desvalorizada até meados dos anos 90 (CALISHER et al., 2006). Nas ultimas duas
décadas, a importancia dos quirOpteros como vetores potenciais de doencas virais
significativas, especialmente as zoonoses, tem recebido uma atengdo crescente
(MUHLDORFER et al., 2011). Além do virus da raiva, que vem sendo estudado ha mais de
um seculo, extensas pesquisas estdo sendo desenvolvidas para identificar um grande nimero
de agentes microbianos (WIBBELT et al., 2009), incluindo importantes virus zoondticos
emergentes detectados em todo o mundo (HALPIN et al., 2000; KUZMIN et al., 2011).
Apesar dos riscos que alguns virus carregados por morcegos representam para a saude
humana, deve-se reconhecer que a maioria dos surtos de transmissdo de zoonoses € uma
consequéncia da expansao urbana (WYNNE & WANG, 2013).

Em razdo disso, o trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar circovirus,

astrovirus, coronavirus e lyssavirus relacionados ao virus da raiva, presentes em morcegos do
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estado do Rio Grande do Sul, através da técnica de PCR e RT-PCR, sequenciar as amostras

positivas e realizar as analises filogenéticas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Morcegos: Aspectos gerais

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera e estdo entre os taxons mais abundantes
do Planeta, compreendendo 18 familias, 202 géneros e cerca de 1.300 espécies (FENTON &
SIMMONS, 2014), o que representa um quarto de todas as espécies conhecidas de mamiferos
no mundo (WILSON & REEDER, 2005; SIMMONS, 2005). Possuem ampla distribuicdo
mundial, com excecdo dos pélos (KUNZ & LUMSDEN, 2003) e algumas ilhas oceénicas
(RICHARDSON, 2002). No Brasil, sdo conhecidas nove familias, 65 géneros e 174 espécies
(PAGLIA et al., 2012), sendo a segunda ordem de maior riqueza, superada somente pela
ordem Rodentia, com 234 espécies (PAGLIA et al., 2012). Para o Rio Grande do Sul foram
descritas 40 espécies, distribuidas em quatro familias e quinze géneros (BERNARDI et al.,
2007; PACHECO, 2010).

Esses mamiferos desempenham um papel importante na manutencdo de ecossistemas
devido a diversidade de habitos alimentares (frugivoros, insetivoros, nectarivoros,
polinivoros, carnivoros, piscivoros e hemat6fagos) e assim, atuando como polinizadores,
dispersores de sementes e no controle de populacdes de insetos e outros invertebrados, bem
como pequenos vertebrados (PACHECO, 2004; KUNZ et al., 2011). A importancia dos
morcegos na dispersao de sementes é tdo ampla, que pode chegar a influenciar uma estrutura
da comunidade vegetal através das espécies de frutos que consomem, o que os diferenciam
das geralmente consumidas por aves e outros mamiferos ndo-voadores (FLEMING &
HEITHAUS, 1981; KALKO, 1997).

Os quirdpteros podem desempenhar estratégias de vida diferentes de outros mamiferos
(RACEY & ENTWISTLE, 2000). A maioria dos mamiferos de pequeno porte séo
caracterizados por uma reproducdo rapida e vida curta, os morcegos tém vida longa, diversos
eventos reprodutivos e um baixo nimero de filhotes por gestacdo (GAISLER, 1989; RACEY
& ENTWISTLE, 2000). Essa baixa taxa reprodutiva pode ser compensada pelo fato dos
morcegos viverem cerca de quinze anos ou mais do que outros mamiferos do seu porte
(NOWAK, 1999).

A maioria dos morcegos possui habitos noturnos e, durante o dia, permanecem em
abrigos que podem ser em ambientes naturais, como cavernas, ocos de arvores, fendas de
rochas, folhagens e copas de arvores ou em ambientes artificiais, que incluem sétéos, forros,

pordes, telhados, minas, pontes, vdos de prédios, entre outros (KUNZ et al., 2011). Nos
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ultimos anos, com 0 aumento dos impactos ambientais, como a destruicdo das florestas e
outros ecossistemas terrestres e 0 esgotamento de recursos alimentares, tém contribuido para a
dispersdo desses animais do ambiente natural, para ambientes mais proximos aos humanos e,
consequentemente, animais domesticos e de producdo, o que pode facilitar a transmissao
interespécie de alguns agentes infecciosos (DOBSON, 2005; WONG et al., 2007).

Os morcegos sdo 0s Unicos mamiferos com a capacidade de voo (NOWAK, 1999), e
podem voar longas distancias em busca de alimento e/ou temperatura (SPEAKMAN &
THOMAS, 2003). Essa habilidade de voo os remetem a uma teoria em que 0S morcegos e 0S
virus co-evoluiram por um tempo muito longo e essa habilidade de voar os tém ajudado a
adaptar-se aos virus. Quando os morcegos estdo voando, a taxa metabolica pode aumentar até
15 vezes, e o resultado disso é que eles estdo em constante estado febril, 0 que poderia, de
alguma maneira, inativar o virus (O’SHEA et al., 2014). H4 também evidéncias de selecdo
positiva de genes de reparo de DNA (ZHANG et al., 2013) que desempenham um papel na
reparacdo de danos do DNA, que pode ocorrer devido a taxa metabdlica elevada durante o
voo. A segunda hipdtese € que 0s morcegos teriam uma resposta imune inata melhor para
estes virus, o que poderia ajuda-los a montar uma resposta imune melhor para essas infeccdes.
Uma boa resposta imune inata € necessaria para iniciar a resposta imune adaptativa
(KOYAMA et al., 2008). Por fim, a maioria desses virus (ex. Henipavirus) codifica vérias
proteinas acessorias, que desempenham um papel chave na evasdo da resposta imune do
hospedeiro. Os morcegos podem vir a ter um mecanismo para regular ou superar estas
proteinas acessorias e inibir a evasdo da resposta imune do hospedeiro pelo virus (MARSH &
WANG, 2012).

Em muitos aspectos, 0s morcegos representam o reservatorio perfeito para patégenos
zoonoticos. Algumas espécies vivem em grandes coldnias ou abrigos, podem, por meio de
V0o, Viajar e disseminar virus a longas distancias e possuem longevidade notavel para o seu
tamanho corporal. As atividades antrépicas estdo acarretando em um aumento nas interagoes
entre morcegos, humanos e animais, e consequentemente o incremento do potencial zoonético
conferido por essas caracteristicas (WYNNE & WANG, 2013 ). Segundo Luis et al. (2013),
morcegos abrigam mais viroses zoonOticas por espécie que 0s roedores, e atualmente
representam uma fonte significativa de agentes zoonéticos.

Nos ultimos anos, morcegos tém sido identificados como reservatorios naturais de
uma série de patdgenos virais emergentes que tém causado surtos de doencas em seres
humanos (CALISHER et al., 2006; SHI, 2010). Esses surtos incluem viroses causadas pelo
virus da Raiva, virus Hendra, virus Nipah e o virus Ebola (MACKENZIE, 2005; CALISHER
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et al., 2006; VAN DER POEL et al., 2006; OMATSU et al., 2007; WONG et al., 2007;
WIBBELT et al.,, 2009). A recente identificacdo de viroses derivadas de morcegos
relacionadas com patdégenos humanos, incluindo hepacivirus, pegivirus (QUAN et al., 2013),
influenzavirus A (TONG et al., 2012), hantavirus (GUO et al., 2013), alguns paramyxovirus
(DREXLER et al., 2012a), virus de Marburg (TOWNER et al., 2007) e a sindrome
respiratdria coronavirus do Oriente Médio (MERS-CoV) (MEMISH et al., 2013), também séo
exemplos notaveis.

Até os dias de hoje, mais de 80 espécies de virus ja foram isolados ou detectados nos
morcegos utilizando métodos baseados na detecgdo de acidos nucléicos. Virus recentemente
descobertos nesses animais incluem as familias Adenoviridae (MAEDA et al., 2008; LI et al.,
2010), Astroviridae (CHU et al., 2008; ZHU et al., 2009; XIAO et al., 2011), Arenaviridae
(CALISHER et al., 2006), Bunyaviridae (CALISHER et al., 2006), Circoviridae (LI et al.,
2010b; GE et al., 2012a; WU et al., 2012), Coronaviridae (LAU et al., 2010; TSUDA et al.,
2012), Filoviridae (NEGREDO et al., 2011), Flaviviridae (WU et al., 2012; HE et al., 2013),
Hepadnaviridae (HE et al., 2013), Hepeviridae (DREXLER et al., 2012b), Herpesviridae
(WATANABE et al., 2009; ZHANG et al., 2012), Orthomyxoviridae (TONG et al., 2012),
Papilomaviridae (MCKNIGHT et al., 2006), Parvoviridae (LI et al., 2010b; CANUTI et al.,
2011), Picornaviridae (LAU et al., 2011), Poliomaviridae (MISRA et al., 2009), Poxviridae
(LI et al.,, 2010b; HE et al., 2013), Reoviridae (CHUA et al., 2007), Rhabdoviridae
(CALISHER et al., 2006), Togaviridae (CALISHER et al., 2006) e alguns virus adeno-
associados (LI et al., 2010b; GE et al., 2012b).

No Rio Grande do Sul, embora poucos trabalhos tenham sido realizados, algumas
familias virais como Adenoviridae (LIMA et al., 2013b), Circoviridae (LIMA et al., 2015a,b)
e Coronaviridae (LIMA et al., 2013a) ja foram detectadas em morcegos através de métodos

moleculares.

2.2. Paramixovirus

A familia Paramyxoviridae € classificada na ordem Mononegavirales, onde estdo
incluidas duas subfamilias: Paramyxovirinae e Pneumovirinae. Sao virus envelopados, na sua
maioria esféricos, com projecBes glicoprotéicas de superficie, 0s virions possuem um
nucleocapsideo helicoidal que envolve o genoma de RNA fita simples ndo-segmentado com
polaridade negativa e o tamanho do genoma pode variar de 15 a 19 kilobases (kb). Os

genomas da subfamilia Paramyxoviridae possuem entre seis e sete genes codificadores de
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proteinas, enquanto que a subfamilia Pneumovirinae codifica entre oito e dez, dependendo do
género (MCCARTHY & GOODMAN, 2010).

Os paramixovirus sao responsaveis por inimeras doengas em animais e humanos. Em
animais podemos citar, por exemplo, o virus da cinomose, da peste bovina, da peste dos
pequenos ruminantes e da doenga de Newcastle. Em humanos, importantes representantes
incluem o virus da parainfluenza humana tipo 1, 2, 3 e 4, da caxumba, do sarampo € 0
metapneumovirus (WONG et al., 2007).

O primeiro relato de paramixovirus em morcegos foi descrito em 1966, quando o virus
da parainfluenza tipo 2 foi isolado na India, em um morcego frugivoro (Rousettus
leschenaulti) (PAVRI et al., 1971). O segundo paramixovirus encontrado foi o0 Mapuera virus,
isolado de glandula salivar de um morcego frugivoro da espécie Sturnira lilium, no Brasil, em
1979 (HENDERSON et al., 1995). Em ambos o0s casos, causas de infeccdes humanas nédo
foram encontradas. Entretanto, a significadncia dos paramixovirus em morcegos se tornou
evidente nos anos 90, com a ocorréncia de dois surtos em humanos e animais. A criagéo de
um novo género, Henipavirus, foi proposto para englobar duas novas espécies de virus
patogénicos aos humanos, nomeados de Hendra virus e Nipah virus (BALDOCK et al., 1996;
CHUA et al., 2000).

O primeiro relato do Hendra virus (HeV) foi em 1994, quando um surto fatal de
doenca respiratoria aguda acometeu cavalos, no estado de Queensland, Australia. O tratador e
0 veterinario que tiveram contato com esses cavalos foram infectados e desenvolveram uma
doenca semelhante a gripe. Um deles acabou falecendo por pneumonia, insuficiéncia
respiratdria e renal, e um virus foi isolado do paciente e também dos cavalos. O virus foi
inicialmente chamado de morbilivirus equino e mais tarde, nomeado Hendra virus (SELVEY
et al.,, 1995). No ano de 1995, outro surto ocorreu e mais um paciente foi a 6bito
(O’SULLIVAN et al., 1997). Apés a ocorréncia desses surtos, uma investigacdo soroldgica
avaliou 5264 soros pertencentes a 46 espéecies de animais terrestres, mas ndo mostraram
evidéncias de infeccdo por HeV. No entanto, soropositividades foram detectadas em
morcegos da familia Pteropodidae, comumente conhecidos como raposas voadoras (YOUNG
et al., 1996). Uma andlise retrospectiva em soros desses morcegos evidenciou que o virus
circulava nesses animais antes de 1982, demonstrando prevaléncia superior a 47% (FIELD et
al., 2001). Como no caso de muitas outras infecgdes associadas aos morcegos, 0 HeV néo
causa doenca ou patologia nesses animais e a transmissao placentéria para o feto é possivel.
Embora a rota de transmissdo dos pteropodideos para os cavalos ndo tenha sido estabelecida,

a exposicdo a urina infectada foi considerada como sendo uma possivel fonte de infeccédo
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(FIELD et al., 2001). Além dos cavalos, gatos e cobaias sdo susceptiveis a infeccdo por HeV
e podem excretar o virus pela urina (BARCLAY et al., 2000). Humanos adquirem a infecgéo
unicamente atraves do contato com cavalos e ndo atraves dos morcegos. A rota de transmissao
todavia, provavelmente tenha ocorrido através do contato com secrecfes respiratorias dos
cavalos infectados (FIELD et al., 2010).

Entre setembro do ano de 1998 e junho de 1999 um surto de encefalite ocorreu em
granjas de suinos na Malasia. O agente etioldgico dessa doenga era um novo paramixovirus,
nomeado de Nipah virus (NiV), o qual foi isolado de fluidos cérebro-espinhais dos pacientes
humanos envolvidos no surto (CHUA et al., 1999; GOH et al., 2000). Dos 265 pacientes,
40% foram a 6bito e 15% dos sobreviventes apresentaram sequelas neurolégicas (GOH et al.,
2000; PARASHAR et al., 2000). O surto ocasionado em humanos foi precedido de mortes
massivas de suinos, devido a uma sindrome respiratdria e encefalite, e 0 contato proximo com
esses animais foi confirmado como sendo o principal fator de risco para adquirir a infeccao
(PARASHAR et al., 2000). A provavel rota de infeccdo apontada foi devido a presenca do
virus na urina e em secrec@es respiratorias dos suinos infectados. Contudo, 8% dos pacientes
gue desenvolveram a doenca ndo tinham tido contato com suinos, e 0s cdes se tornaram
suspeitos de serem outro possivel vetor para a transmissdo, uma vez que eles também podem
ser infectados pelo NiV (MILLS et al., 2009). O surto s6 foi controlado apds o abate de mais
de um milh&o de suinos (JOHARA et al., 2001).

Em marco de 1999, Cingapura foi atingida por um surto envolvendo onze
trabalhadores de abatedouros que tiveram contato com suinos importados da Malasia
(PATON et al., 1999). O contato com os suinos foi confirmado como sendo o fator de risco
para a infeccdo (CHEW et al., 2000). Entre 2001 e 2005, surtos de uma doenga neurologica
febril ocorreram em Bangladesh. Dos 102 casos de pacientes infectados, 77 foram a obito
(HSU et al., 2004; HARCOURT et al., 2005). Estudos mostraram que esses surtos foram
causados mais uma vez pela infeccdo com NiV (HSU et al., 2004; HARCOURT et al., 2005).
Em 2001, um surto de encefalite acometeu a india, também causado pelo Niv (CHADHA et
al., 2006).

Na busca por hospedeiros reservatorios do NiV, foi descoberto que, além dos suinos,
javalis, cées e roedores poderiam ser secundariamente infectados, contudo, o principal
reservatorio natural apontava para os pteropodideos. Estudos sorolégicos conduzidos na
Malésia mostraram que diversas espécies de morcegos da familia Pteropodidae sédo
soropositivas para o NiV, cuja maior soroprevaléncia € a espécie Pteropus hypomelanus

(YOB et al., 2001). Foi pressuposto que a combinagdo de desmatamento ocasionado pelo
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homem e a seca causada pela oscilagcdo do El Nifio, levou esses morcegos a deixarem seus
habitats naturais e irem para pomares proximos as granjas de suinos. Essa proximidade criada
entre 0S morcegos € 0S suinos, resultou no cruzamento interespécies dos suinos e,
subsequentemente, humanos (CHUA et al., 2002).

N&o houve evidéncia sugerindo que o NiV tenha sido transmitido diretamente de
morcegos para humanos e de pessoa para pessoa nos surtos ocorridos na Malasia e em
Cingapura, todavia, a presenca do virus nas secrecfes respiratorias e urina de pessoas
infectadas foi documentada, sugerindo que o risco de propagacdo entre elas pode ndo ser zero
(CHUA et al., 2001). Um estudo realizado por Johara et al. (2001), na Malasia, apontou 0s
pteropodideos como provaveis hospedeiros do NiV, assim como outros estudos realizados no
Camboja (OLSON et al, 2002; REYNES et al, 2005), na Tailandia
(WACHARAPLUESADEE et al., 2005) e na Indonésia (SENDOW et al., 2006).

Além dos virus Hendra e Nipah, outros paramixovirus foram encontrados em
morcegos. No entanto, seu impacto na sade humana e animal s&o menores.

No ano de 1997, a diminuicdo da taxa de prenhez e do tamanho da leitegada foram
constatadas em porcas de Nova Gales do Sul, na Australia. Houve um aumento do nimero de
leitbes mumificados, natimortos e com deformacGes. Nos animais natimortos foram
constatadas severas degeneragfes no sistema nervoso central e alguns apresentavam
miocardite. Posteriormente, um novo virus, nomeado Menangle Virus (MeV), foi isolado dos
leitbes infectados (PHILBEY et al., 1998). Das 251 pessoas que tiveram contato com 0S
suinos das granjas, apenas duas eram soropositivas para 0 novo virus. Os dois pacientes
infectados desenvolveram uma doenca febril, dor de cabeca, mal - estar, mialgia e erupgdes
cutaneas, sem sequelas a longo prazo (CHANT et al., 1998). Uma vez que a origem da
infeccdo do MeV para 0s suinos era desconhecida, a presenca de duas coldnias maternidade
de espécies de pteropodideos a 200 m da granja afetada levantou a suspeita desses animais
serem uma potencial fonte de infeccdo. Uma investigacdo foi realizada e constatada
soropositividade para MeV nas especies Pteropus policephalus e Pteropus alecto. Com isso, a
hipbtese dos pteropodideos serem a fonte primaria do virus foi suportada (PHILBEY et al.,
1998).

Com o aumento da vigilancia para os virus associados a morcegos no Sudeste
Asiatico, o virus Tioman foi descoberto. Esse virus foi considerado um novo paramixovirus,
isolado da urina do pteropodideo Pteropus hypomelanus, na Malasia. Com base nas analises
gendmicas, esse virus foi classificado no género Rubulavirus. Infecgdes humanas ocasionadas
pelo virus Tioman nao foram relatadas (CHUA et al., 2001; CHUA et al., 2002).
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Por fim, um outro virus classificado no género Henipavirus foi descoberto na
Australia e nomeado Cedar virus. Esse virus foi isolado em células de cultivo primario de rins
do morcego P. alecto, a partir de amostras de urina oriundas da mesma espécie (MARSH et
al., 2012).

2.3. Filovirus

Filovirus estdo associados a uma doenca aguda hemorragica fatal em humanos e/ou
primatas ndo-humanos.

A familia Filoviridae, inserida na ordem Mononegavirales, compreende dois géneros:
Marburgvirus e Ebolavirus, que sdo virus envelopados, com didmetro de aproximadamente
80 nm, pleomorficos, cujos virions podem aparecer em diversas formas, que incluem por
vezes, filamentos longos ramificados, bem como filamentos mais curtos em forma de “6” e
“U”, ou circular. O genoma ¢ constituido de uma molécula de RNA fita simples, com
polaridade negativa e comprimento de 19 kb, onde sdo codificadas sete proteinas: polimerase,
glicoproteina, nucleoproteina e quatro proteinas estruturais (KUHN et al., 2011).

O virus Marburg (MARV) foi identificado pela primeira vez em 1967 durante uma
epidemia hemorréagica na Alemanha e na antiga lugoslavia, apds a importacdo de macacos
infectados provenientes de Unganda (LEROY et al., 2005). As cinco linhagens conhecidas do
MARYV foram classificadas como sendo composta por dois virus, RAVN e MARV (PAUL et
al., 1970).

O virus Ebola (EBOV) foi identificado pela primeira vez na provincia Equatorial
Ocidental do Suddo, em 1976. O género Ebolavirus é composto por cinco especies distintas:
Tai forest ebolavirus, Sudan ebolavirus, Zaire ebolavirus, Reston ebolavirus e Bundibugyo
ebolavirus (ICTV, 2014).

Ambos 0s géneros Marburgvirus e Ebolavirus sio endémicos da Africa, exceto a
espécie Reston ebolavirus, que foi identificada nos Estados Unidos, na cidade de Reston, em
primatas que foram importados das Filipinas (BARRETE et al., 2009).

O surto mais recente causado pelo EBOV comecou em marco de 2014, atingindo
vérios paises da Africa Ocidental, como Guiné, Libéria e Serra Leoa. Foi considerado o pior
surto de Ebola da historia e a Organizagdo Mundial da Salde s6 declarou o fim dessa
epidemia em janeiro de 2016, totalizando 27.000 casos da doenga, com 11.000 mortes (CDC,
2016).
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Através da andlise filogenética completa do virus responsavel pelo ultimo surto,
obtidas de amostras de sangue de pacientes infectados, confirmaram que forma um grupo
separado dos EBOV caracterizados na Guiné. Porém, em relacdo a cepa do Zaire ebolavirus,
apresentou 97% de identidade de nucleotideo, sugerindo que esse virus pode ter evoluido em
paralelo com diferentes cepas (BAIZE et al., 2014).

InfeccBes humanas causadas por filovirus ocorrem tipicamente em surtos devido a
transmissdo interpessoal e nosocomial, sendo que a taxa de mortalidade pode chegar até 90%
(POURRUT et al., 2005). Infeccdes humanas primarias, geralmente, sdo resultantes do
contato com primatas, uma vez que a infecgdo por filovirus os faz adoecerem, ou até mesmo
irem a 6bito. No entanto, os primatas ndo sdo considerados o reservatério de filovirus na
natureza, uma vez que ndo sobrevivem a infeccdo. Estudos virologicos e epidemiol6gicos
sugeriram que os surtos regulares de infeccao por filovirus em humanos, ndo acontece como
resultado de transmissao interespécie, e sim, devido ao contato indireto com uma fonte animal
ou ambiental (POURRUT et al., 2005).

Evidéncias que morcegos estariam associados na cadeia de transmissdo dos filovirus,
surgiram apds um estudo feito por Swanepoel et al. (1996), na qual espécies de vertebrados
(entre eles os morcegos) e plantas, foram experimentalmente inoculados com EBOV e
demonstraram que tanto os morcegos frugivoros, quanto os insetivoros podem replicar e
disseminar esse virus.

Com isso, 0os morcegos viraram alvo de diversas pesquisas, que os relacionam como
provaveis potenciais reservatorios do EBOV. Um estudo realizado por Pourrut et al. (2005)
revelaram a presenca de anticorpos especificos da espécie Zaire ebolavirus em seis espécies
de morcegos capturadas (Epomops franqueti, Hypsignathus monstrosus, Myonycteris
torquata, Micropteropus pussillus, Mops condylurus e Rousettus aegyptiacus). Durante o
surto de febre hemorrégica ocorrido entre 2001 e 2003, no Gabéo e na Republica do Congo,
espécies de filovirus foram detectadas em trés espécies de morcegos frugivoros: H.
monstrosus, E. franqueti e M. torquata (LERQOY et al., 2005). A circulacdo de filovirus nessas
espécies de morcegos reforca os resultados obtidos previamente, onde amostras foram
coletadas na mesma regido, devido a um surto de MARV. O surto ocasionado pelo MARV
acometeu trabalhadores de uma mina na Republica do Congo, onde um grande nimero de
morcegos estava presente. Distintas linhagens de MARV foram detectadas em morcegos
frugivoros (R. aegyptiacus) e insetivoros (Rhinolophus eloquens e Miniopterus inflatus)
(SWANEPOEL et al., 2007).
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Devido a associagdo dos morcegos serem potenciais reservatorios de filovirus, estudos
vém sendo realizados, relatando a presenca de filovirus nesses animais (BIEK et al., 2006;
TOWNER et al., 2007, 2009; HAYMAN et al., 2010). Embora a presenca do EBOV tenha
sido relatada em morcegos, na forma de anticorpos e &cidos nucléicos, o virus nunca foi
isolado diretamente deles e nem de qualquer outro animal. Devido ao isolamento do MARYV,
a partir de morcegos frugivoros, fortalece a suposicdo dos morcegos serem potenciais
candidatos a reservatorio do EBOV (TOWNER et al., 2009). De acordo com essa hipotese,
Muyembe-Tamfum et al. (2012) propuseram que a transmissdo do virus pelo morcego,
poderia ser diretamente aos humanos e primatas, ou até mesmo um outro vetor desconhecido.

Recentemente, um novo género para a familia Filoviridae foi proposto por Negredo et
al. (2011). O virus foi descoberto durante uma investigacdo em carcacas de morcegos,
coletadas no solo de uma caverna em Astulrias, Espanha. O virus foi nomeado Cueva virus e
foi detectado nas amostras de Miniopterus schreibersii. Estudos patoldgicos feitos a partir
dessas carcacas coletadas, revelaram que esse virus é patogénico aos morcegos,
diferentemente do MARV e EBOV (NEGREDO et al., 2011). De acordo com o resultado da
caracterizacdo do Cueva virus, eles sdo mais relacionados com o EBOV do que com 0 MARV
(MARUYAMA et al., 2013). Analises filogenéticas sugerem que o Cueva virus e 0 EBOV
tenham o mesmo ancestral comum (NEGREDO et al., 2011).

2.4. Coronavirus

Coronavirus pertence a ordem Nidovirales e familia Coronaviridae, a qual possui duas
subfamilias, Torovirinae e Coronavirinae. A subfamilia Coronavirinae é composta pelos
géneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus, cujos membros infectam mamiferos; e
Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, os quais infectam tanto aves quanto mamiferos
(WOO et al., 2012). S&o virus envelopados, pleomorficos e com didmetro que pode variar de
80 a 120 nm. O genoma e composto por uma molécula de RNA de cadeia simples, polaridade
positiva, com aproximadamente 32 kb, contendo de 7 a 14 ORFs, das quais, seis codificam o
complexo polimerase, a proteina do envelope, a glicoproteina spike, glicopreteina de
membrana e a proteina do nucleocapsideo (POON et al., 2005).

Os coronavirus tornaram-se o foco de pesquisas desde a primeira epidemia global
provocada pela Sindrome Respiratéria Severa Aguda (SARS), causada pelo SARS-CoV, o
qual foi inserido no género Betacoronavirus. Coronavirus sdo conhecidos por terem diversos

hospedeiros animais, que variam de mamiferos a especies de aves. Infeccdes por coronavirus
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humano antes do surto de SARS eram relacionadas apenas aos coronavirus humanos 229E e
NL43, o que geralmente provocavam resfriado comum (CHU et al., 2009).

Os primeiros casos de SARS ocorreram no final do ano de 2002 na Provincia Chinesa
de Guangdong. O surto acometeu, ao todo, 8.098 pessoas em todo o mundo, e destas, 774
foram a dbito. O primeiro caso confirmado de SARS foi de um chefe de cozinha que
trabalhava em um restaurante local que teve contato prévio com animais silvestres (ZHONG
et al., 2003). O surgimento de uma nova infec¢éo viral, jJuntamente com o historico de contato
com animais silvestres, induziu a busca por um animal reservatério do SARS-CoV. Um
mercado de varejo de animais vivos, na regido dos surtos, foi investigado e evidéncias de
infeccbes foram encontradas em civetas (Paguma larvata) e em menor grau nas espécies de
furdo-texugo chinés (Melogale moschata) e cdo-guaxinim (Nyctereutes procyonoides)
(GUAN et al., 2003). Evidéncias posteriores de transmissdo zoondtica do SARS-CoV vieram
a partir de estudos que mostraram que comerciantes de animais silvestres e funcionéarios de
abatedouros tinham uma maior soroprevaléncia (20-45%) contra 0 SARS-CoV do que 0s
comerciantes de vegetais e a populacdo controle (0-5%) (GUAN et al., 2003).

Um recente estudo mostrou que o contato com animais silvestres comercializados
pode resultar em uma infeccdo assintomatica com o SARS-CoV, mas que o individuo poderia
ainda ter a antigenemia do coronavirus detectavel e soroconversdo. Restri¢cfes quanto a venda
e consumo de animais silvestres, portanto, tornaram-se importantes medidas de controle
durante a epidemia de SARS na China. Em contraste com outros patdégenos zoono6ticos, que
podem cruzar a barreira interespécie para os humanos, 0 SARS-CoV é notavel, na medida em
que se espalha facilmente de pessoa para pessoa e, portanto, surtos dentro de instalagdes
hospitalares foi uma caracteristica proeminente durante a epidemia de SARS, com um quinto
de todos os casos globais sendo de profissionais da area da satude (WHO, 2003). O SARS
também é o Unico entre 0s coronavirus em que se observa uma ampla gama de hospedeiros
(com ou sem o desenvolvimento da doenca) tanto humanos, furdo-texugo e cdo-guaxinim,
guanto macaco-cinomolgo (Macaca fascicularis), macacos-verdes-africanos (Cercopithecus
atheiops e Chlorocebus sabeus) e macaco-rhesus (Macaca mulatta) (MCAULIFFE et al.,
2004), furdo (Mustela putorius furo) e gatos domésticos (Felis domesticus) (MARTINA et al.,
2003), hamster-sirio (Mesocricetus auratus) (ROBERTS et al., 2005), sagui-de-tufo-branco
(Callithrix jacchus) (GREENOUGH et al., 2005), suinos e frangos (WEINGARTL et al.,
2004).

Uma vez que na busca pelo animal reservatério do SARS-CoV as civetas foram

relacionadas inicialmente, estudos posteriores ndo confirmaram uma frequéncia significativa
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de soropositividade e nem mesmo a presenca do virus em alguns casos, entre as civetas de
cativeiro e as selvagens, sugerindo, assim, que essa espécie poderia ndo ser o reservatério
primario do SARS-CoV na natureza e sim, um hospedeiro secundario, que por estarem
diretamente em contato com humanos, facilitaram essa transmissdo (LI et al., 2005).

No ano de 2005, dois diferentes grupos de pesquisadores reportaram a descoberta de
um virus relacionado ao SARS-CoV em morcegos e sugeriram que 0S Mesmos eram 0
reservatorio natural do SARS-CoV (LAU et al., 2005; LI et al., 2005). Esse virus relacionado
ao SARS-CoV foi detectado em morcegos da espécie Rhinolophus sinicus, em Hong Kong e,
tratava-se de um betacoronavirus (LAU et al., 2005). Desde entdo, os SARS-CoV
relacionados, geneticamente mais diversos, foram encontrados na China, Europa e Africa,
sugerindo uma larga distribuicdo geogréafica e uma origem antiga para esses virus (REN et al.,
2006; TONG et al.,, 2009; DREXLER et al.,, 2010; YUAN et al.,, 2010). Estudos
demonstraram que esse virus encontrado nos morcegos apresentava uma identidade de
nucleotideos entre 87%-92% e uma similaridade de amino &cidos entre 93%-100% com o
SARS-CoV (LAU et al., 2005; LI et al., 2005; REN et al., 2006; QUAN et al., 2010; YUAN
et al., 2010). No entanto, os isolados encontrados na Europa e Africa sdo distantemente
relacionados ao SARS-CoV a um nivel gendmico e possivelmente representam novas
espécies de coronavirus (TONG et al., 2009; DREXLER et al., 2010; QUAN et al., 2010).
Com isso, foi pressuposto que os morcegos poderiam ser o reservatério natural do SARS-
CoV, as civetas adquiririam o virus e assim seria transmitido aos humanos (CHU et al.,
2008b).

Nessa busca pelos hospedeiros reservatdrios primarios do SARS-CoV, um outro novo
coronavirus foi detectado em morcegos das espécies Miniopterus pusillus, Miniopterus
magnater e Miniopterus schreibersii. Andlises filogenéticas demonstraram que esses virus
pertencem ao grupo 1 dos coronavirus, que também inclui os coronavirus humanos 229E e
NL63 (POON et al., 2005). Em um outro estudo, seis outros coronavirus foram detectados por
RT-PCR em amostras de suabes retais, em diferentes espécies: bat-CoV-HKU2 em
Rhinolophus sinicus; bat-CoV-HKU4 em Tylonycteris pachypus; bat-CoV-HKUS5 em
Pipistrellus abramos; bat-CoV-HKUG6 em Myotis ricketti; bat-CoV-HKU7 em Miniopterus
magnater e bat-CoV-HKU8 em Miniopterus pusillus (WOO et al., 2006). Essa associacdo do
coronavirus com os morcegos também foi confirmada em outro estudo, onde foi documentada
a presenca de SARS-CoV relacionados em morcegos de dua provincias chinesas (LI et al.,
2005).
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Em 2012, uma doenca cujos sintomas sdo pneumonia aguda e subsequentemente
insuficiéncia renal, similares aos provocados pelo SARS, surgiu na Arabia Saudita. Um novo
coronavirus humano, chamado de Sindrome Respiratédria do Oriente Médio (MERS-CoV) foi
suspeito de ser o responsavel por essa doenca fatal (ZAKI et al., 2012). Desde o inicio do
surto de MERS-CoV, até o momento, foram reportados 1.696 casos com 605 o6bitos (WHO,
2016).

Analises filogenéticas mostraram que o0 MERS-CoV pertence  ao género
Betacoronavirus e, assim, filogeneticamente relacionado ao SARS-CoV (VAN BOHEEMEN
et al., 2012). Ao que tudo indica, o reservatdrio intermedidrio desse virus seriam 0s
dromedérios, uma vez que estudos epidemioldgicos feitos por Memish et al. (2013)
demonstraram a presenca de um betacoronavirus com 100% de identidade de nucleotideos ao
MERS-CoV em amostras de fezes da espécie Taphozous perforatus, na Arabia Saudita. De
acordo com esse trabalho, é provavel que os principais reservatérios do MERS-CoV também
sejam 0s morcegos, assim como no SARS-CoV.

A partir dos surtos de infeccbes causadas pelo SARS-CoV, pelo menos 30
coronavirus, até entdo, desconhecidos, foram encontrados em diversos reservatorios animais,
compreendendo os quatro géneros da subfamilia Coronaviridae (WOO et al., 2012). O fato
dos morcegos estarem relacionados com a maioria das novas descobertas de coronavirus 0s
tornam provaveis fontes de introducdo para outras espécies. Com isso, provavelmente 0s
morcegos desempenham um importante papel na co-evolucdo desses micro organismos (CHU
et al., 2008).

No Brasil, alguns estudos ja evidenciaram a presenca de coronavirus em amostras de
morcegos de diferentes espécies (BRANDAO et al., 2008; GOES et al., 2013; LIMA et al.,
2013a; SIMAS et al., 2015).

2.5. Lyssavirus relacionados ao virus da Raiva

A presenca de lyssavirus relacionados ao virus da raiva (RRVSs) circulam entre 0s
morcegos do Hemisfério Oriental, e podem causar uma doenga idéntica a raiva em humanos e
animais domésticos (WONG et al., 2007).

O virus da raiva e os lyssavirus relacionados ao virus da raiva pertencem a ordem
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus. Morfologicamente, esses virus
tém a forma de um projétil, sdo envelopados, com espiculas em toda a superficie do envelope,

com excecdo da regido plana. O diametro da particula viral varia de 45 a 100 nm. O genoma €
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constituido por uma molécula Gnica de RNA ndo segmentado, de polaridade negativa. O
tamanho do genoma é de aproximadamente 12 kb e codifica cinco proteinas: nucleoproteina,
fosfoproteina, polimerase, proteina da matriz e glicoproteina (FAUQUET et al., 2004).

O género Lyssavirus é composto por 14 espécies: Rabies virus (RABV), Lagos bat
virus (LBV), Mokola virus (MOKYV), Duvenhage virus (DUVV), European bat lyssavirus 1
(EBLV 1), European bat lyssavirus 2 (EBLV 2), Australian bat lyssavirus (ABLV), Aravan
virus (ARV), Khujand virus (KHUV), Irkut virus (IRKV), West Caucasian bat virus
(WCBYV), lkoma lyssavirus (IKLV), Shimoni bat virus (SHBV) e Bokeloh bat lyssavirus
(BBL) (ICTV, 2014). Com a excegdo do virus Mokola, todas outras espécies podem ser
encontradas em morcegos (WONG et al., 2007).

RRVs podem causar uma doenca neuroldgica idéntica a raiva. Casos clinicos tém sido
reportados por LBV, DUVV, EBLV1, EBLV 2, ABLV, MOKYV e IRKV em humanos e
animais domésticos; IKLV foi detectado no cérebro de uma civeta Africana (Civettictis
civetta) com sinais neurolégicos (MARSTON et al., 2012); SHBV, ARV, KHUV, BBL e
WCBYV foram encontrados, até 0 momento, somente em morcegos, mas podem vir a ser
patogénicos para outras espécies. O MOKY foi detectado em mussaranhos (Crocidura sp.),
roedores silvestres (Lophuromys sikapusi), cdes e gatos domésticos, mas ndo em morcegos, e
seu hospedeiro reservatorio ainda € incerto, assim como o hospedeiro do IKLV (KEMP et al.,
1972; LE GONIDEC et al., 1978; SALUZZO et al., 1984; SABETA et al., 2007).

A susceptibilidade de outras espécies de mamiferos com os RRVs ndo ¢é
completamente compreendida. Assim como o virus da raiva, eles podem vir a ser capazes de
infectar todos os mamiferos. Em 2012, uma doenca neurolégica fatal foi relatada em gatos,
caes e um mangusto (Atilax paludinosis) infectados com o LBV (MARKOTTER et al., 2006);
cdes e gatos infectados com o MOKYV; gatos, ovelhas e uma marta com EBLV 1
(RONSHOLT, 2002; MULLER et al., 2004; DACHEUX et al., 2008); e uma civeta Africana
infectada com IKLV (MARSTON et al., 2012). Infec¢Bes experimentais com o EBLV 1
foram estabelecidas em ratos, ovelhas, raposas, furdes, cdes e gatos (VOS et al., 2007). E
provavel que os animais domesticados também sejam afetados por outros lyssavirus, tais
como o DUVV, o qual causou uma doenga fatal em humanos (PAWESKA et al., 2006).
Todas as variantes da raiva sdo consideradas zoonoticas. Casos clinicos também tém sido
reportados por DUVV, EBLV 1, EBLV 2, ABLV, MOKV e IRKV. Humanos sao
possivelmente susceptiveis a outros RRVs (PAWESKA et al., 2006; MARKOTTER et al.,
2006a; MARKOTTER et al., 2006b).
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Como dito anteriormente, os RRVs foram relatados somente no Hemisfério Oriental e
a informacdo da distribuicdo de cada virus dentro dessa area é muito limitada. Na Europa,
ocorrem EBLV 1, EBLV 2 e 0 BBL, IRKV e WCBV foram detectados na Russia (MULLER
et al., 2007). Anticorpos contra 0 WCBV também foram encontrados na Africa, sugerindo
que ele, ou um virus relacionado a ele pode ter circulado naquela regido (KUZMIN et al.,
2003). Os virus que tém sido reportados somente na Africa incluem o DUVYV, LBV, MOKYV,
SHBV e IKLV (JOHNSON et al., 2010). O ABLV parece ser limitado a Australia, mas
anticorpos neutralizantes para este ou um virus relacionado foram encontrados entre o0s
morcegos nas Filipinas. RRVs ndo foram detectados na Américas, em que o0 virus da raiva
classica € comum entre 0s morcegos. A presen¢a de RRVs ndo previne um pais de ser listado
como livre de raiva (CALISHER & ELLISON, 2012).

H& pouca informacdo sobre a transmissdo dos RRVs, embora provavelmente seja
semelhante a raiva (CALISHER & ELLISON, 2012). Infeccbes por esses virus tém sido
relatados ap6s mordidas, arranhdes ou contato proximo com morcegos. Morcegos inoculados
com ARV, KHUV e IRKV eliminaram o virus na saliva pouco antes dos sinais clinicos se
desenvolverem (HUGHES et al., 2006). Em um experimento, ndo houve evidéncia de
transmissdo de morcegos inoculados para morcegos ndo inoculados mantidos na mesma
gaiola (CLIQUET et al., 2009). Informagdes sobre RRVs sdo limitadas a poucos casos e
alguns relatos de inoculacdo experimental. Nos relatos de caso, esses virus causaram uma
doenca neuroldgica fatal em varios animais silvestres e domésticos. Varias rotas de
inoculacdo, incluindo intracerebral, intravenosa e injecdo intramuscular, foram testadas em
varias espécies de animais infectados experimentalmente. Alguns animais desenvolveram
sinais neurologicos severos e foram a dbito, enquanto outros apresentaram-se assintomaticos
ou com sinais clinicos mais leves, e sobreviveram. Esses casos considerados mais leves
podem ter sido resultantes do uso de cepas virais menos virulentas. Imunidade pré-existente
pode ter contribuido para a sobrevivéncia dos morcegos capturados no ambiente natural. A
ocorréncia de portadores de RRVs saudaveis entre 0s morcegos € controversa, uma vez que
existe apenas um relato de morcegos aparentemente saudaveis dispersando EBLV 1
(CALISHER & ELLISON, 2012).

Embora alguns RRVs sejam comuns entre 0s morcegos, apenas poucos casos clinicos
foram reportados em animais domesticos, porém, todos fatais. Em humanos, apenas algumas
infeccbes com RRVs foram relatadas. Esses pacientes desenvolveram sinais neuroldgicos,
semelhantes a raiva, e quase todos os casos foram fatais (FAMILIUSI et al., 1972;
PAWESKA et al., 2006; VAN THIEL et al., 2008). Infeccbes com RRVs parecem ser raras,
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mas podem ser subdiagnosticadas, por serem facilmente confundidos com a raiva. Alguns
desses virus também ocorrem em areas onde as capacidades de vigilancia e de diagndstico sdo

limitadas.

2.6. Circovirus

Os circovirus sdo membros da familia Circoviridae, constituida por virus néo-
envelopados, com didmetro que varia de 17 a 24 nm, capsideo de simetria icosaédrica, o qual
envolve um genoma constituido de uma molécula de fita simples de DNA circular com
aproximadamente 2 kb de extensdo (FAUQUET & FARGETTE, 2005). Os circovirus sdo
conhecidos por serem 0s menores Vvirus capazes de infectar animais (TODD et al., 2005). A
familia Circoviridae é composta por dois géneros: Gyrovirus e Circovirus. Os membros da
familia Circoviridae possuem polaridades de genomas distintos, uma vez que os genomas dos
circovirus sdo codificados por dupla polaridade (positivo e negativo) e 0s gyrovirus por
polaridade negativa. Os genomas desses virus sdao compostos por duas principais ORFs
organizadas inversamente, responsaveis por codificar o gene da proteina iniciadora da
replicacdo, a replicase (Rep) e da proteina do capsideo (Cap). Essas ORFs, ainda, sdo
separadas por uma regido 3’ intergénica entre os cédons de terminagdo e uma regido 5’ entre
0s codons de iniciacdo (NIAGRO et al., 1998; HATTERMANN et al., 2003; TODD et al.,
2007; LI et al, 2010a).

O género Gyrovirus engloba o virus da anemia das galinhas (CAV) e dois outros virus
recentemente descritos, o gyrovirus aviario tipo 2 (AGV2) e o gyrovirus humano tipo 1
(HGV1) (NOTEBORN et al.,, 1991; RIUSEWIK et al., 2011; SAUVAGE et al., 2011;
MAGGI et al.,, 2012). O género Circovirus, pode infectar tanto aves quanto mamiferos.
Espécies de aves incluem galinhas (LI et al., 2011), patos (HATTERMANN et al., 2003),
gansos (TODD et al., 2001), cisnes (HALAMI et al., 2008), gaivotas (TODD et al., 2007),
pombas (MANKERTZ et al., 2000; TODD et al., 2001), tentilhdes (TODD et al., 2007),
estorninhos (JOHNE et al., 2006), corvos (STEWART et al., 2006), canarios e alguns
psitacideos (NIAGRO et al., 1998). Nos mamiferos, os circovirus suinos tipo 1 e 2 (PCV-1 e
PCV-2) foram as primeiras especies de virus reconhecidas por replicar nesse grupo, sendo o
PCV1 ndo-patogénico, enquanto que o PCV-2 pode apresentar tanto uma infeccdo
assintomética, quanto causar diversos sinais clinicos, o que pode acarretar em um
significativo impacto econdémico na suinocultura (ALLAN & ELLIS, 2000; MANKERTZ et
al., 2004; OPRIESSNIG et al., 2007; FINTERBUSCH & MANKERTZ, 2009; GRAU-
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ROMA et al., 2011). Outros estudos vém relatando a presencga de circovirus em diferentes
mamiferos, tais como, cdes (KAPOOR et al., 2012; LI et al., 2013), raposas (BEXTON et al.,
2015) e martas (LIAN et al., 2014).

Recentemente, um novo género foi incluido na familia Circoviridae, nomeado
Cyclovirus. Sua descoberta se deu a partir de um estudo realizado com fezes de humanos e
chimpanzés feito por LI et al. (2010a), onde a presenca de pequenos genomas circulares de
DNA que continham o gene Rep foram detectados. Em comparagdo aos outros géneros dos
circovirus, os ciclovirus possuem um genoma menor, as proteinas Rep e Cap sdo menores,
além da regido intergénica 3’ ser mais curta ou ausente ¢ a 5’ intergénica maior (LI et al.,
2010a). Esses genomas encontrados se assemelham aos circovirus, mas sdo filogeneticamente
diferentes dos encontrados em aves e suinos (GE et al., 2011), além de formarem um grupo
distinto (DELWART & LI, 2011).

Em um estudo molecular realizado por LI et al. (2010a), direcionado a regido da
proteina replicase, a qual é a mais conservada entre os circos e ciclovirus, detectaram a
presenca desses virus em distintas amostras, tais como: fezes humanas provenientes do
Afeganistdo, Nigéria, Tunisia e Paquistdo; fezes de chimpanzés coletadas em diferentes paises
africanos e carnes provenientes de supermercados dos Estados Unidos (suina), Paquistdo
(bovina e caprina) e Nigéria (bovina, ovina, frango e camelo). Outros estudos também
relataram a presencga de circovirus em trato respiratério humano (WILLNER et al., 2009),
fezes de roedores (PHAN et al., 2011), invertebrados, como corais (VEGA-THURBER et al.,
2008) e libélula (ROSARIO et al., 2011), além de 6rgédos de peixes (LORINEZ et al., 2011),
sargaco (ROSARIO et al., 2009), agua do mar (CULLEY et al., 2006; ROSARIO et al.,
2009), estuarios (MC DANIEL et al., 2008; ROSARIO et al., 2009), lago Antartico (LOPEZ-
BUENO et al., 2009) e solo de plantagéo de arroz (KIM et al., 2008).

Em morcegos, diversos estudos vém apontando a presenca de circovirus e ciclovirus.
Na maioria deles, as deteccbes provém de amostras de fezes (guano) em morcegos
insectivoros (LI et al., 2010b; GE et al., 2011; GE et al., 2012a,b; LIMA et al., 2015a),
porém, amostras de suabes orofaringeos e retais (WU et al., 2012; LIMA et al., 2015b; WU et
al., 2015), assim como 6rgdos (LI et al., 2011; HE et al., 2013) também apontaram a presenca
desses virus. A analise filogenética realizada com sequéncias de ciclovirus resultantes do
estudo feito por Ge et al. (2011) formaram um novo clado na familia Circoviridae, distinto de
sequéncias obtidas de morcegos, aves e suinos provenientes de uma mesma regido geogréafica.

Essas sequéncias se agruparam filogeneticamente fora do clado do género Cyclovirus.
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2.7. Astrovirus

Os astrovirus pertencem a familia Astroviridae, que é composta por pequenos Vvirus
ndo envelopados de RNA fita simples de sentido positivo com aproximadamente 28-30 nm de
diametro (FAUQUET et al., 2005). O comprimento do genoma varia de 6,8 a 7,9 kb contendo
uma regidao 5’ ndo traduzida (UTR), seguida por trés ORFs (Open Reading Frames), uma 3’
UTR e uma cauda 3’ poli A (MENDEZ & ARIAS, 2007). Duas ORFs localizadas na regio
5> do genoma (ORFla e ORF1b) codificam proteinas ndo estruturais (protease e a RNA
polimerase RNA-dependente), enquanto a ORF2, que se localiza na regido 3’ do genoma
viral, codifica a proteina do capsideo (MENDEZ & ARIAS, 2007). A sequéncia dessas
estruturas varia de acordo com a espécie e o0 sorotipo. A ORF1b parece ser a regido menos
divergente entre as espécies, enquanto a ORF2 é a que apresenta maior divergéncia entre as
ORFs (STRAIN et al., 2008), sendo isso um fendmeno j& esperado, porque a regido
responsavel por codificar a proteina do capsideo estd mais susceptivel a pressdo seletiva
comparada a regido que codifica proteinas nao estruturais (BENEDICTIS, 2011).

O primeiro caso de astrovirus ocorreu em humanos no ano de 1975, em amostras
oriundas de criangas com diarreia (MADELEY & COSGROVE,1975; MATSUI &
GREENBERG, 1996). Apos esse primeiro relato, diversas espécies de animais domésticos
foram descritos como hospedeiros de particulas virais de astrovirus. O primeiro relato de
animais infectados ocorreu em cordeiros e bezerros sofrendo com sintomas de diarréia
(SNODGRASS & GRAY, 1977; WOODE & BRIDGER,1978). Até os dias de hoje, a lista de
animais susceptiveis a infeccdo pelo astrovirus tem se expandido, incluindo animais
domeésticos, sinantrépicos e animais silvestres, espécies de aves e mamiferos terrestres e
aquaticos, encontrados ao redor do mundo (KOCI & SCHULTZ-CHERRY, 2002; TOFFAN
etal., 2009; RIVERA et al., 2010; BENEDICTIS, 2011).

Os astrovirus sdo divididos em dois géneros, sendo denominados de Mamastrovirus
(MAstVs) e Avastrovirus (AAstVs), os quais ttm como hospedeiros os mamiferos e as aves,
respectivamente (MENDEZ & ARIAS, 2007). A familia Mamastrovirus compreende 19
espécies de virus. Destas, sete espécies sdo astrovirus de morcegos, classificadas como:
Mamastrovirus 12, Mamastrovirus 14, Mamastrovirus 15, Mamastrovirus 16, Mamastrovirus
17, Mamastrovirus 18 e Mamastrovirus 19 (ICTV, 2014).

Os astrovirus sdo conhecidos por causarem diarreia em criangas e em animais e sdo
associados também a gastroenterites (SNODGRASS & GRAY, 1977; REYNOLDS & SAIF,
1986; SHIMIZU et al., 1990; HERRMANN et al., 1991). No entanto, a correlacdo ecoldgica
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entre astrovirus humanos e outras espécies ndo estd bem estabelecida, apesar da origem
zoondtica do patdgeno.

A maioria dos estudos de vigilancia dos astrovirus sdo focados para humanos e
animais domésticos e pouco se sabia sobre a prevaléncia desses virus em animais silvestres
(CHU et al., 2008). A diversidade genética dos Mamastrovirus aumentou muito apds o
primeiro relato de astrovirus em morcegos e das novas técnicas de sequenciamento. A lista de
espécies anterior a isso era composta de apenas seis espéecies e aumentou para 19.

O primeiro caso de astrovirus em morcegos foi reportado no ano de 2008, em Hong
Kong em espécies de morcegos insetivoros (CHU et al., 2008). Apds esse primeiro relato,
poucos estudos apontaram 0s morcegos como hospedeiros naturais de astrovirus na Asia
(CHU et al., 2009; ZHU et al., 2009; XIAO et al., 2011; HE et al., 2013), América do Norte
(LI et al., 2010b) e Europa (DREXLER et al., 2011; KEMENESI et al., 2014a,b; DUFKOVA
et al., 2015). Astrovirus parecem ser altamente prevalentes em morcegos sem causar qualquer
manifestacdo clinica (BENEDICTIS et al., 2011). Analises filogenéticas de sequéncias
parciais das ORFs revelaram que os astrovirus encontrados nos morcegos ndo sdo apenas
divergentes dos astrovirus de humanos e de animais previamente descritos, mas também
demonstram uma notavel diversidade entre si (XIAO et al., 2012). Com base na analise da
regido do capsideo, os astrovirus de morcegos se agrupam junto com os de ovinos, minks e
novos astrovirus humanos (BOSH et al., 2011). Dessa maneira, sugere-se a indagacdo da
possibilidade da recombinacdo entre astrovirus humano e animal, levando a doenca em
humanos e um risco zoonotico potencial (BENEDICTIS et al., 2011). Recentes estudos
realizados com outros mamiferos levantam a hip6tese de esses virus terem um ancestral
comum ou terem participacdo em um evento de transmissdo zoonotica (RIVERA et al., 2010;
ULLOA & GUTIERREZ, 2010).
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3. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados, bem como os materiais e métodos empregados para a realizacdo dos
experimentos que compdes esta dissertacdo, serdo apresentados a seguir na forma de artigo

cientifico, como segue:

1- Detection of astroviruses, coronaviruses and circoviruses from bats in Southern

Brazil.

Manuscrito a ser submetido a publica¢do no periodico Virus genes.
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Abstract

Many bat species are recognized as natural reservoirs of several viral families and this feature
gives them an important role in the transmission and maintenance of these microorganisms.
Due to climate changes and fragmentation of natural habitats, these animals seek shelter and
food alternatives and thus become increasingly exposed to anthropic enviroments. This work
aimed to detect fragments of the genome of astrovirus, coronavirus, circovirus and rabies-
related virus in bats from Southern Brazil. The animals were submitted to oficial laboratory
for rabies diagnosis routine when organs were collect. Negative rabies samples were pooled in
108 bats samples and further analysed to detect the presence of viruses by PCR or RT-PCR
and nucleotide sequencing. Twenty five of these samples were positive for astrovirus, six for
coronavirus and ten for circovirus. All samples were negative for rabies-related virus.
Phylogenetic analysis revealed that the partial sequences of circoviruses clustered with the
genus Circovirus and Cyclovirus, astroviruses with Mamastrovirus and coronaviruses with
Alphacoronavirus. Our results demonstrate the presence of these viruses among different bat

species from Southern Brazil.

Keywords: Chiroptera, bat viruses, coronavirus, cyclovirus and astrovirus
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Introduction

Bats have been related to natural reservoirs of several important emerging viruses [1].
Bat diversity and their biological and ecological features can contribute to host a large number
of important infectious agents, as viruses. Their unique characteristics, like the ancient
evolutionary origins, the only flying mammals, the high size of the colonies, some species
torpor, the gregarious habits and the population densities can favor them to host a diversity of
viruses and facilitate their dissemination [1, 2, 3, 4, 5]. The distinct roosts that they can habit,
ranging from natural to man-made structures, make them closer to humans, domestic animals
and livestock [6].

Several DNA viruses, including circoviruses [7], adenoviruses and papillomaviruses
[8], parvoviruses [9] and herpesviruses [10] have been detected in a number of bat species,
although their pathogenic and potential zoonotic role are still unclear. However, is becoming
clearer that bats are natural hosts of emerging zoonotic viruses such as SARS coronavirus
(Severe Acute Respiratory Syndrome) [11], Ebola and Marburg hemorragic fever [12, 13] and
Nipah and Hendra paramyxoviruses [14, 15, 16]. The emergence of these new zoonotic
pathogens have been linked to environmental changes, the antropism, viral evolution and also
the improvement of the technology to detect these viruses [3].

In Brazil, it is well documented the detection of rabies virus in bats [17, 18, 19],
though there are few studies about others emerging bat viruses [20 - 25]. So, considering the
environmental role of bats and the limited information about bat viruses in Brazil, it is
important to study which viruses are present in bat species in our country. The aim of this
study was to detect astroviruses (AstV), coronaviruses (CoV), circoviruses (CV) and rabies-
related viruseses (RRVS) in bat organs samples in order to assess phylogenetic

characterization of viruses in bat species from Rio Grande do Sul state.
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Materials and Methods

Bat samples

The samples were collected between 2008 and 2015 from bats that were submitted to
IPVDF/FEPAGRO (Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor/ Fundagdo de
Pesquisa Agropecuéria) for rabies diagnosis routine by the DFA (Direct Fluorescent
Antibody) technique, as part of the National Rabies Surveillance Program. Bats samples
included 20 species belonged to four families (Table 1) from 39 locations (Figure 1). All
experiments were performed in compliance with the European Convention for the Protection
of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes (European Treaty
Series-No. 170 revised 2005) and the procedures of the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA). All the samples used in this study were negative for classical
rabies virus. The organs of each bat (heart, intestine, kidney, liver, lung, spleen, stomach and
brain from 15 bats) were pooled and 0.5 g were macerated with sterile sand, added 5 mL of
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7.2, centrifuged at 10,000 X g for 10 min, the supernatant

collected and stored at -80°C.

Table 1 Family and scientific name of bat samples.

Family Scientific name N° of Family Scientific name N° of
individuals individuals
Noctilionidae Noctilio leporinus 1 Vespertilionidae Lasiurus ega 1
Phyllostomidae  Artibeus fimbriatus 2 Myotis nigricans 2
Carollia perspicillata 1 Myotis ruber 1
Desmodus rotundus 2 Molossidae Cynomops planirostris 1
Glossophaga soricina 2 Eumops patagonicus 8
Sturnira lilium 2 Molossus currentium 1
Vespertilionidae  Eptesicus diminutus 1 Molossus molossus 22
Eptesicus furinalis 1 Molossus rufus 9
Histiotus velatus 1 Promops nasutus 3

Lasiurus cinereus 1 Tadarida brasiliensis 46
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PCR detection and sequencing

DNA was isolated from 100 pL of each sample using NewGene Preamp Kit
(NewGene®, Simbios Biotecnologia, Cachoerinha, RS, Brazil) following the manufacturer’s
recommendations. RNA was extracted from 250 pL of each sample using TRIzol ® LS
Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The cDNA were synthesized with SuperScript® 1l Reverse Transcriptase Kit
(Life Technologies) using Exo-Resistant Random Primer (Life Technologies) in a total
volume of 20 pL, as recommended by the manufacturer. The amplification of the genes
fragments of AstV, CoV, CV and RRV were as previously described (Table 2) in a final
volume of 25 pL in a Veriti 60-well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Positive controls were included in each reaction for all tested viruses (canine astrovirus RNA,
swine circovirus DNA, bovine coronavirus RNA and bat rabiesvirus RNA) and ultrapure
water was used as negative control. The amplification products were electrophoresed in 2%
agarose gels using 0,1 pg/mL of Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, Cotia, SP,
Brazil) in Tris-acetate buffer-EDTA (1x concentrated) [26]. Visualization was done under UV
light and the amplification products were compared with a molecular weight standards scale
of 100 bp (Fermentas, Waltham, MA, USA). The positive PCR sample products were purified
using the NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany). Both DNA strands
were sequenced with BigDye Terminator v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems)
and products were resolved through capillary electrophoresis with an ABI PRISM 3130xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Table 2 Virus tested, their PCR and RT-PCR targets, final amplification product lenght and

reference bibliography.

Virus Target (gene)  Amplification product (bp) Reference
Astrovirus RdRp 422 [27]
Circovirus Rep 400 [28]
Coronavirus RdRp 440 [29]
Rabies-related virus Np 600 [30]

RdRp, RNA-dependent RNA polymerase; Rep, Replicase; Np, Nucleoprotein.



37

Phylogenetic analysis

The obtained sequences from this study were compared to sequences available in the
GenBank nucleotide databases using BLASTn/BLASTX. Sequences edition and alignment
were performed by the software Geneious version 8 [31] using CLUSTAL W [32] and
Muscle alignment [33] method. Circovirus phylogenetic analysis was inferred by Neighbor—
Joining criterion with p-distance substitution model using Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 6 Software (MEGA 6) [34]. The robustness of the hypothesis was tested
with 1,000 non-parametric bootstrap analyses. The astrovirus and coronavirus phylogenetic
trees were constructed with MrBayes v3.2.1 [35] using Bayesian inference with Markov chain
Monte Carlo methods of phylogenetic inference. The evolutionary model used was invariable
+ gamma and the substitution model was Poisson, which was applied for 100,000 generations,
sampling 10 trees every 100 generations. Trees were obtained before convergent and stable
likelihood values were discarded (i.e., a 5,000 tree burn-in). To compose all the trees,
sequences of the same target for each virus were retrieved from Genbank®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) representing the genus Circovirus and Cyclovirus for
circoviruses, Mamastrovirus for astroviruses and Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus and Deltacoronavirus for coronaviruses.

Results

From a total of 108 samples analyzed, 25 were positive for astroviruses, ten for
circoviruses, six for coronaviruses, being two positive for both, circoviruses and astroviruses
and one positive for both coronaviruses and astroviruses. None sample was positive for
rabies-related virus. All bat species positive samples are shown in Table 3. Due to the low
amount of amplification product in seven samples positive for circovirus, 24 for astrovirus
and three for coronavirus, it was not possible to perform sequencing in all the positive
samples. Bats positive were from both urban and rural areas with a higher frequency in adults
(73.6%) and predominant diet in insectivorous. Sequences detected in the present study used
in phylogenetic analyses were named as BtCV-RS1387/9, BtCV-RS177/11 and BtCV-
RS1286/11 for circoviruses, BtAstV-RS551/11 for astrovirus and BtCoV-RS328/11, BtCoV-
RS169/11 and BtCoV-RS3442/9 for coronaviruses.

Circoviruses’ phylogenetic tree was based in the amino acids sequences of partial Rep
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genes (Fig. 2). The tree formed two clusters with the genus, Cyclovirus and Circovirus.
Analysis revealed that two out of three samples clustered with the Cyclovirus genus, BtCV-
RS1387/9 grouped with a sequence from China (JF938080) with 58.3% of identity at amino
acid level and BtCV-RS177/11 grouped with a Brazilian sequence (NC025792) with 64.8% of
amino acid identity; the other sample (BtCV-RS1286/11) clustered with the Circovirus genus,
which showed 90% of amino acid identity with a sequence from Brazil (KT783484). The
amino acid identity among the samples of the presente study were 61.5% for BtCV-RS1387/9
and BtCV-RS177/11, 46.6% for BtCV-RS1387/9 and BtCV-RS1286/11 and 41.8% for BtCV-
RS177/11 and BtCV-RS1286/11.

Partial RdRp sequences from astroviruses were used for a phylogenetic tree
construction based on the amino acid level (Fig. 3). The sample of the present work clustered
with the genus Mamastrovirus. The Mamastrovirus strains in the tree were subdivided into
four groups: Group 1 contained a human and sea lion astroviruses; Group 2 only an astrovirus
dolphin strain; Group 3 formed tree clusters, one by different strains of sea lion and human
and also an ovine and a bat astrovirus, and the other two contained only astrovirus from bats,
representing the families Miniopteridae, Emballonuridae, Hipposideridae, Vespertilionidae
and Molossidae; Group 4 contained also a different human astrovirus. Our sample (BtAstV-
RS551/11) showed a highest amino acid identity (81%) with a German bat astrovirus
(HM368174).

The coronaviruses phylogenetic analysis was constructed with a tree based on amino
acids sequences of the RdRp gene (Fig. 4). Phylogenetic analysis evidenced that all bat
coronaviruses of the present study clustered with sequences of the genus Alphacoronavirus.
Two of our samples (BtCoV-RS328/11 and BtCoV-RS169/11) grouped with a sequence from
Trinidad and Tobago (EU769558) with a 97.2% and 96% of amino acid identity, respectively;
the other sample from the present study (BtCoV-RS3442/9) clustered with a sequence from
Brazil (KC886321) with a 98.3% of amino acid identity. The amino acid identity among our
samples were 97.6% for BtCoV-RS169/11 and BtCoV-RS328/11, 78% for BtCoV-RS169/11
and BtCoV-RS3442/9 and 78.4% for BtCoV-RS328/11 and BtCoV-RS3442/9.

Discussion

Studies showed the importance of bats as natural hosts of a large variety of
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mammalian viruses with a zoonotic potential to human and other animals (i.e., henipaviruses,
ebolaviruses, SARS) [1, 6]. In the present study, 108 bats were tested for CV, AstV, CoV and
RRVs. Ten samples were positive for CV, 24 for AstV and six for CoV. None samples was
positive for rabies-related viruses. Similar findings were already reported by other studies [8,
36]. Although the pathogenic potential of these viruses is not yet clear, the environmental and
ecological changes, anthropism, and demographic factors could facilitate the increased
transmission rates and also new routes of transmission of these viruses from reservoirs to
human and other animal populations [37, 38].

Bat samples from the present study were previously tested for classical rabies by the
DFA technique. Since DFA technique can result in false-negative results [39 - 43], makes this
technique not reliable. Even all samples were negative by the DFA test, it was attempted to
screen RRVs with a set of primers that can detect a variety of RRVs species [30].

In the last years, circoviruses and clycloviruses have been detected and characterized
in a range of mammals, insects and also environmental samples, evidencing a high level of
diversity among these viruses, although no obvious disease syndrome was related with their
presence [7, 25, 28, 44 - 49]. Although most of studies detected bat circoviruses in feaces [7,
24, 44, 50], our study showed the virus presence in bat organs samples which corroborates
with previous studies made by Li et al. [45], Wu et al. [51] and He et al. [8], detected by
metagenomic approaches and high-throughput sequencing techniques. According to our
results, two partial CV sequences (BtCV-RS1387/9 and BtCV-RS177/11) clustered with
Cyclovirus genus, a newly proposed genus of the Circoviridae family [28]. In addition, our
study revealed that BtCV-RS1387/9 (Molossus molossus) grouped with a Chinese sequence
detected in bat feaces [7] and showed 58.3% of amino acid identity. This Chinese bat species
belongs to Myotis genus, an insectivorous species as well as our bat species (M. molossus).
BtCV-RS177/11 sample also clustered with a Brazilian sequence, detected in feaces in a bat
colony of M. molossus and Tadarida brasiliensis, from the same state of Brazil of the present
study [24]. The distance between the cities is about 20Km, which can suggest that these
strains are circulating very close due to displacement of bats. Brazilian, Chinese and our two
cycloviruses sequences seems to be closely related, despite the geographical distance. The
Chinese and Brazilian samples also showed amino acid similarity between each other and
both were found in bat faeces, while we found in bat organs, which intestine was included.

The possibility of contamination from virus sequences of other animals, as insects
cannot be excluded, since a cyclovirus bat sequence detected by Ge et al. [7] shared 60%

amino acid identity with a sequence identified in a dragonfly. In our study, the amino acid
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identity between our sequence (BtCV-RS1387/9) and the dragonfly sequence (JX18419) was
low. The other partial CV sequence (BtCV-RS1286/11) clustered into the Circovirus genus.
This sample grouped with another Brazilian sequence, detected in a pharyngeal swab [25]
with high amino acid identity. This Brazilian sequence was also from the same state and bat
species. In addition, our sequence formed a separated clade with the Brazilian and other
Chinese bat sequence (Rhinolophus ferrumequinum), that are insectivorous bats. The amino
acid identity between our sequence (BtCV-RS1286/11) and the Chinese was 72.5%, while the
Brazilian and the Chinese was 75.4%. Lima et al. [25] suggested that according to the criteria
of the International Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV), the newly discovered
Brazilian sequence (KT783484) can be considered a new species of the Circovirus genus
detected in a different bat species and geographically distant from the closest genome
recovered in China.

Astroviruses have an important role causing gastroenteritis in human and other animal
species [52 - 56]. The genetic diversity of mamastroviruses increased after the first bat
astroviruses report and the new generation of sequencing techniques. The list of bat
astroviruses expanded from six up to 19 species, with seven species related to bats [57]. In the
present study, with the exception of T. brasiliensis [44], all the other bat species are reported
for the first time as harboring astroviruses. Previous studies also found bat astroviruses in
different sources, species and localities, but the majority of the most bat species harboring
astroviruses are insectivours [8, 27, 44, 58, 59, 60, 61, 62]. However it was also reported
astroviruses in frugivorours species [60]. The high detection of astroviruses found in many
species of insectivorous bats was previously shown in other studies [27, 58, 62, 63], what
means that bats can carry many astroviruses species. In the phylogenetic analyses, our
sequence (BtAstV-RS551/11) showed a highly amino acid identity (81%) with a German
sequence [59]. In the tree, other sequences that clustered close to ours were both from China
[27, 58]. These results can highlight that there is no phylogenetic clustering pattern in bat
astroviruses among bat species and different geographical regions [58], where a single bat
virus from a single habitat could cluster with different groups of astroviruses or a single group
of astroviruses could be clustered by different bats from diverse locations. So, the newly
diversity of bat astroviruses may provide new speculations about the ecology and evolution of
astroviruses and also can elucidate the role of bats as reservoir of viruses that represent a
threat to human health [27]. Although the etiology of bat astroviruses is still not understood,
the continuous emergence of new mamastroviruses species and their genetic divergence in

bats were reported [8].
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Since the Asian SARS-CoV outbreak in humans, bat coronaviruses have received
more attention and many bat coronavirus have been identified in different bat species
worldwide [21, 23, 37, 44, 59, 61, 64 - 68]. In our study, we found six bats positive for
coronaviruses in four different species, two insectivorous (M. molossus and T. brasiliensis)
and two nectarivorous (Glossophaga soricina and Sturnira lilium), which corroborates with
other studies that also found bat coronaviruses in the same species as our study [21, 22, 36,
44, 65, 69]. High rates of juvenile and females harboring coronaviruses were already
documented [70, 71]. Moreover, young bats and also a significant risk of coronaviruses were
identified in pregnant and lactating females [66]. This information corroborates with our
findings, where a pregnant and a young bat were also positive for coronaviruses (Table 2),
which can also explain the low rate of detection in the several male individuals as part of the
study. In the phylogenetic analyses, two out of the three coronavirus sequences (BtCoV-
RS328/11 and BtCoV-RS169/11) clustered with a sequence from G. soricina from Trinidad
and Tobago [65]. The sequence from sample BtCoV-RS328/11 (T. brasiliensis) showed more
amino acid identity with the sequence from Trinidad e Tobago. Ours sequences (BtCoV-
RS328/11 and BtCoV-RS169/11) also formed a clade with a bat coronavirus sequence from
Costa Rica [69] and a human coronaviruses from United States of America (USA) [72]. These
findings may suggest the closely relationship between human and wild animals, which
includes the bats roosts, the growing human invasion and also the destruction of the bat
habitat [73]. Our other sample BtCoV-RS 3442/9 clustered with a sequence from Brazil [21]
and both species belonged to the same genus, Molossus. In the same clade, a sequence from
USA [74] also grouped together and the amino acid identity between ours was 92.6%. All
coronaviruses found in this study were closely related to alphacoronaviruses.

In conclusion, the present study demonstrated a high diversity of CV, CoV and the
first report of AstV found in different bat species from Southern Brazil and also showed that
insectivorous, frugivorous and nectarivorous, as well as piscivorous bats could harbor these
viruses in high diversity of species and geographic distribution, suggesting that viruses may

have related to the environment and coevoluted with bats.
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Figure 1 Geographical distribution of bats collected in Southern Brazil
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Table 3 Positive bat species samples

Species/ Trophic guild Gender RA UA Age group/ CV CoV AstV RRLV CV+AstV  AstV+CoV
number of indiv. number of indiv.
Epitecicus diminutus (1) Insectivorous M 1 - J 0 0 1 0 0 0
Eumops patagonicus (2) Insectivorous F(2) 2 - A(2) 0 0 2 0 0 0
Glossophaga soricina (1)  Nectarivorous F 1 - S-A 0 1 0 0 0 0
Molossus molossus (11)* Insectivorous F(2) M(9) 1 10  A((7) S-A(3)J(1) 4 2 5 0 0 0
Molossus rufus (4) Insectivorous F(3) M(2) 4 - A(4) 0 0 4 0 0 0
Noctilio leporinus (1) Piscivorous M 1 - J 1 0 0 0 0 0
Promops nasutus (1) Insectivorous M 1 - A 0 0 1 0 0 0
Sturnira lillium (2) Frugivorous M(2) 2 - A(2) 0 1 0 0 0 1
Tadarida brasiliensis (15)  Insectivorous F(5) M(10) 8 7 A(12) S-A(1) J(2) 3 1 9 0 2 0
Total - FA3)M(25) 21 17 A(28)S-A(5)J(5) 8 5 22 0 2 1

() number of positive individual; *, pregnant; F, female; M, male; R A, rural area; U A, urban area; A, adults; J, juvenile; S-A, sub-adults; indiv., individual;

CV+AstV, co-infection between circoviruses and astroviruses; AstV+CoV, co-infection of astroviruses and coronaviruses.
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FIG. 3. Bayesian phylogenetic tree based on amino acids of the partial RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene from astroviruses retrieved from GenBank (acession numbers
represented in the tree). Sequence Avian nephritis virus was used as the outgroup. Numbers in the nodes indicate Bayesian posterior probability. Astrovirus sequence determined in
this study is represented in blue. Scale bar indicates number of nucleotide substitutions per site. Abreviations: AstV, astrovirus; T. melanopogon, Taphozous melanopogon; H. amiger,
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Pipistrellus abramos; UK, United Kingdon; USA, United States of America.
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FIG. 4. Bayesian phylogenetic tree of the partial RNA-dependent RNA-polymerase (RdRp) gene of coronaviruses. Amino acid sequences were compared to 27 coronaviruses
from mammals and birds, retrieved from GenBank (accession numbers represented in the tree). The sequence SARS coronavirus (AY268070) was used as outgroup. Numbers
at nodes indicate posterior probability values. Coronavirus sequences determined in this study are represented in blue. Scale bar indicates number of nucleotide substitutions
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4. CONCLUSOES

4.

No presente trabalho, os virus foram detectados a partir de pools de 6rgdos de
morcegos, sendo 23,1% positivos para astrovirus, 9,2% para circovirus e 5,5% para
coronavirus.

Circovirus, coronavirus e astrovirus do presente estudo estdo presentes em morcegos
do Rio Grande do Sul e este é o primeiro relato de deteccdo de astrovirus em
morcegos no Brasil.

Co-infeccBes de circovirus com astrovirus e coronavirus com astrovirus foram
detectadas em trés espécimes, sendo duas da espécie Tadarida brasiliensis, que é um
morcego urbano e outra da espécie Sturnira lilium, um morcego que habita ambientes
naturais.

A analise filogenética realizada com as sequéncias encontradas de circovirus,
demonstraram que elas podem ser tanto filogeneticamente relacionadas com
sequéncias da China, quanto do Brasil.

A sequéncia de astrovirus do presente trabalho foi a primeira detectada em morcegos
no Brasil, agrupando-se com uma sequéncia da China e outra da Alemanha.

Na andlise filogenética do coronavirus, duas sequéncias do presente estudo
agruparam-se com uma sequéncia de Trinidad e Tobago e outra com uma sequéncia

de S&o Paulo, demonstrando a circulacdo desses virus nessas localidades.
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