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RESUMO

O presente estudo foi realizado com o objetivo de identificar genomas de virus em fezes
de lobos marinhos sul-americanos (Arctocephalus australis) e lobos marinhos
subantarticos (Arctocephalus tropicalis), duas espécies de pinipedes encontradas no
litoral do Rio Grande do Sul. Embora ja existam estudos sobre esse tema em outras
espécies de pinipedes, nas espécies aqui trabalhadas o tema permanece inexplorado.
Amostras de fezes foram obtidas de vinte e um lobos marinhos sul-americanos e dois
lobos marinhos subantarticos encontrados no litoral rio-grandense com indicios de morte
recente, durante os meses de Junho e Julho de 2012. Através de técnicas de PCR e
sequenciamento buscou-se identificar genomas de circovirus, adenovirus, morbilivirus,
calicivirus e coronavirus. A amplificacdo de um fragmento do gene rep permitiu a
identificacdo de provaveis circovirus em amostras de seis lobos marinhos sul-americanos.
Analises filogenéticas revelaram que trés dos seis segmentos sao sugestivos de provaveis
membros do género Cyclovirus. Os genes amplificados de outras duas amostras
provavelmente correspondem a membros do género Circovirus. Uma das amostras deu
origem a um segmento génico que nao apresenta similaridade com nenhum género ja
proposto da familia Circoviridae. Além disso, foi possivel detectar também fragmentos
de genomas de adenovirus em duas amostras; estes apresentam alto grau de similaridade
de nucleotideos com amostras de adenovirus humano tipo C. Nenhum fragmento
gendmico indicativo da presenca de morbilivirus, calicivirus ou coronavirus foi
encontrado. Os resultados aqui obtidos sugerem a presenca de circovirus, ciclovirus e
adenovirus em populag6es de lobos marinhos encontrados na costa do Rio Grande do Sul.
Estes achados reforcam a necessidade da ampliacdo do conhecimento a respeito da
ocorréncia de infec¢des virais nestas espécies.

Palavras-chave: Circovirus, Cyclovirus, adenovirus, lobo marinho, Arctocephalus.



ABSTRACT

This study was conducted with the objective of identifying genomes of viruses in feces of
south american fur seals (Arctocephalus australis) and subantarctic fur seals
(Arctocephalus tropicalis), two species of pinnipeds found on the coast of Rio Grande do
Sul. Although there are studies about this topic in other species of pinnipeds, it remains
unexplored in these two species. Stool samples were obtained from twenty-one south
american fur seals and two subantarctic fur seals found in Rio Grande do Sul coastline
with evidences of recent death, during the months of June and July 2012. PCR and
sequencing techniques were utilized to identify circovirus, adenovirus, morbillivirus,
calicivirus and coronavirus genomes. The amplification of a rep gene fragment allowed
the identification of supposed circoviruses in samples of six south american fur seals.
Phylogenetic analysis revealed that three of the six segments are suggestive of probable
members of the genus Cyclovirus. The amplified genes from two other samples probably
correspond to members of the genus Circovirus. One of the samples gave rise to a gene
segment that has no similarity with any genera already proposed of the Circoviridae
family. Furthermore, it was also possible to detect fragments of adenovirus genomes in
two samples: these have a high degree of nucleotide similarity with a human adenovirus
type C genomic fragment. No indication of the presence of morbillivirus, calicivirus and
coronavirus genomes was found. The work reported here provide evidence for the
occurrence of circoviruses, cicloviruses and adenoviruses in fur seal populations found
in Rio Grande do Sul. These findings reinforce the need to expand the knowledge about
the occurrence of viral infections in these species.

Keywords: Circovirus, Cyclovirus, adenoviruses, fur-seal, Arctocephalus.
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1. INTRODUCAO

Os pinipedes sdo mamiferos marinhos carnivoros que, taxonomicamente, sao
divididos em trés familias: Otariidae (lobos e ledes marinhos), Odobenidae (morsas), e
Phocidae (focas e elefantes marinhos). Embora estes animais fagam parte de uma
megafauna considerada carismatica por ativistas ambientais, pouco se sabe a respeito de
aspectos importantes de sua biologia e, particularmente, a respeito da sua microbiota.

No Estado do Rio Grande do Sul, embora ndo haja sitios reprodutivos ou de parada
prolongada desses animais, sdo observadas pelo menos sete espécies de pinipedes. Dentre
estas, o lobo marinho sul-americano (Arctocephalus australis) € uma das espécies que
ocorrem com maior frequéncia. Por terem o habito de vir a praia para descansar, esses
animais acabam ocasionalmente dividindo o habitat com seres humanos e animais
domeésticos.

Muitas vezes, lobos marinhos e outras espécies de mamiferos marinhos, chegam
debilitados ao litoral ou sdo encontrados mortos. Os patdgenos que esses animais
carreiam bem como as possiveis causas de morte sdo, em sua maioria, desconhecidos.

Infecgdes virais tém sido frequentemente relatadas em diversas espécies de
pinipedes ao redor do mundo. Em sua maioria, essas infeccbes estdo associadas com
doencas clinicamente evidentes em animais de cativeiro ou em surtos esporadicos
observados em animais de vida livre.

A relevancia de pesquisas sobre virus de animais marinhos se fundamenta em
aspectos como a necessidade de maiores conhecimentos sobre a ocorréncia de agentes
potencialmente causadores de mortalidade em animais de vida livre, como é o caso dos
morbilivirus, ou a capacidade de infectar multiplas espécies inclusive humanos como 0s

calicivirus, ou ainda a possibilidade de emergéncia de novos agentes causadores de
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doencas no proprio meio aquatico. E importante ressaltar que tais aspectos podem ser
favorecidos por amplo desequilibrio ambiental, em que atividades humanas geram
mudancas ecoldgicas e climaticas que favorecam a insurgéncia e ressurgencia de virus e
outros patdgenos que afetam tanto os mamiferos terrestres quanto marinhos.
Recentemente, técnicas de metagenémica e PCR consenso tem permitido o
descobrimento de novos virus circulando em populagdes de animais marinhos. Dentre

eles podemos citar os adenovirus, 0s coronavirus e 0s circovirus.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Apresentacao das espécies

Pinipedes (latim cientifico: Pinnipedia) sdo mamiferos marinhos e pertencem a
ordem Carnivora. Os pinipedes dividem-se em trés familias: Otariidae (lobos e ledes-
marinhos), Odobenidae (morsas), e Phocidae (focas e elefantes-marinhos). Estes animais
fazem parte de uma megafauna considerada carismética por ativistas ambientais.

No Brasil, embora ndo existam col6nias reprodutivas de nenhuma espécie de
pinipede, dezenas de exemplares de lobos marinhos, leBes marinhos e, eventualmente,
elefantes marinhos e focas antérticas chegam ao litoral do Rio Grande do Sul, entre o
outono e a primavera, favorecidos em seus deslocamentos pOs-reprodutivos
principalmente pela corrente fria das Malvinas (Pinedo, 1990; Simdes-Lopes & Ott, 1995;
Oliveira et al., 2006). Algumas espécies, como as sul-americanas, possuem marcada
sazonalidade (Simdes-Lopes & Ott, 1995). Contudo, a ocorréncia das espécies antarticas
e subantarticas tem sido considerada ocasional e consequente a movimentos erraticos
(Pinedo, 1990; Simdes-lopes & Ott, 1995; Oliveira, 1999; Oliveira et al., 2001, 2006),
principalmente nos meses de veréo.

Ateé o presente momento, foram identificados animais de sete espécies de
pinipedes no litoral brasileiro. As espécies mais frequentemente identificadas,
particularmente na costa do Rio Grande do Sul, s&o o le&do marinho sul-americano (Otaria
flavescens) e o lobo marinho sul-americano (Arctocephalus australis), seguidas pelo lobo
marinho subantartico (Arctocephalus tropicalis), lobo marinho antartico (Arctocephalus
gazela), elefante marinho do sul, (Mirounga leonina), foca caranguejeira (Lobodon

carcinophaga) e foca leopardo (Hydrurga leptonyx).
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As duas espécies mais frequentemente detectadas, o ledo marinho sul-americano
e 0 lobo marinho sul-americano, além de possuirem col6nias reprodutivas proximas
localizadas em &guas uruguaias, utilizam dois locais de concentracdo invernal no Rio
Grande do Sul: a Ilha dos Lobos, em Torres, e 0 Molhe Leste da Lagoa dos Patos, em S&o
José do Norte (Gliesh, 1925; Vaz-Ferreira, 1981; Rosas et al., 1994). Acredita-se que a
crescente incidéncia de pinipedes sul-americanos e até mesmo antarticos e subantarticos,
na costa brasileira, possa estar relacionada ao aumento populacional devido a prote¢édo
destes animais apos o término da caca e/ou ao aumento dos monitoramentos da costa
brasileira, por parte de pesquisadores, 0 que consequentemente leva a um maior nimero

de registros.

2.1.1. Lobo marinho sul-americano

O lobo marinho sul-americano apresenta o focinho fino e alongado. Os machos
adultos atingem 188,5 cm e as fémeas 142,5 cm. A espécie possui habitos pelégicos, se
reproduz durante o verdo (outubro a dezembro) e € um dos pinipedes mais amplamente
distribuidos, possuindo col6nias reprodutivas tanto na costa Atlantica quanto Pacifica da
América do Sul (Figura 1). Na costa Atlantica da América do Sul, ocorre desde o extremo
sul da Argentina e ilhas vizinhas (llha dos Estados e llhas Falklands) até a costa do
Uruguai, onde existe a maior col6nia reprodutiva da espécie na Isla de los Lobos
(35°01°38”S, 54°52°55”W), com mais de 150.000 individuos (Vaz-Ferreira, 1982;
Ximenez & Langguth, 2002).

Os primeiros registros dessa espécie no Brasil foram feitos por Gliesh (1925) na
regido de Torres. Desde entdo, uma grande compilacdo de informacdes a respeito da

ocorréncia desses animais foi realizada, e ndo somente no Rio Grande do Sul, mas
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também nos estados de S&o Paulo, Santa Catarina, Rio de Janeiro e Bahia (Vieira, 1955;
Carvalho, 1975; Vaz-Ferreira, 1982; Pinedo & Marmontel, 1992; Moura & Siciliano,

2007; Velozo et al., 2009).

4 |

20° 20°

N______V

I AREA DE DISTRIBUIGAO

FIGURA 1. Distribuicdo geografica do lobo marinho sul-americano, Arctocephalus
australis. (Fonte: Bastida et al., 2007).

No sul do Brasil, ha um predominio de ocorréncia de espécimes juvenis (Figura
2) de ambos 0s sexos que geralmente sdo recolhidos e encaminhados para centros de
reabilitacdo (Oliveira, 1999). Para uma melhor compreensao de sua biologia, em especial
de seus deslocamentos, assim como sobre a efetividade do tratamento de reabilitacdo, tém
sido realizados desde 2003 projetos de marcagdo desta espécie, assim como de outros
pinipedes no sul do Brasil (Oliveira et al., 2006). Atualmente ndo existe estimativa
populacional exata para a espécie na América do Sul, mas acredita-se que existam entre

300.000 e 450.000 individuos (Seal Conservation Society, 2013).
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FIGURA 2. Lobo marinho sul-americano (A. australis) juvenil na Praia do Cassino, RS,
1999. (Fonte: Ronald A. Raske, 1999).

2.1.2. Lobo marinho subantartico

O lobo marinho subantartico, também chamado de lobo marinho da Ilha-
Amsterdd, ou ainda lobo marinho do peito branco, apresenta no peito, garganta e face
uma tonalidade pardo-amarelada e uma mecha de pelos no alto da cabeca, semelhante a
um "topete” (Pinedo, 1990). Machos adultos podem atingir 180 cm e as fémeas, 130 cm
de comprimento total (King, 1983). A espécie habita principalmente as ilhas ao norte da

Convergéncia Antartica (Figura 3) (Bester, 1980; Wynen et al., 2000).
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FIGURA 3. Distribuicdo geografica do lobo marinho subantérico, A. tropicalis.

(Adaptado de Bastida et al., 2007).

No entanto, muitos espécimes erraticos foram registrados no Brasil, Angola, llhas

Juan Fernandez e Comoro, além da Australia, Nova Zelandia e Africa do Sul (Ferreira et

al., 2008; Moura & Siciliano, 2007). As col6nias reprodutivas mais proximas da costa do

sul do Brasil estdo a mais de 4.000 km de distancia, nas Ilhas Tristdo da Cunha e Gough

(Pinedo, 1990). De acordo com a Seal Conservation Society (2013), a populacao corrente

seria de 277.000 a 356.000 individuos. Esta espécie apresenta marcada sazonalidade,

ocorrendo na costa brasileira principalmente de junho a outubro, representada

basicamente por individuos adultos (Figura 4), subadultos e juvenis (Simdes-Lopes &

Ott, 1995; Oliveira, 1999).
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FIGURA 4. Lobo marinho subantartico (A. tropicalis) adulto, no litoral norte do Rio
Grande do Sul. (Fonte: Edson Luiz Souza de Araujo).

2.2. Infecgbes virais em pinipedes

Ao mesmo tempo em que o habitat entre animais marinhos e humanos se estreita,
uma ansiedade global com relacdo a sanidade de ambientes aquaticos aumenta. Essa
ansiedade é particularmente importante em paises como o Brasil, onde quase a metade da
populacdo habita ecossistemas costeiros (IBGE, 2010). Nesse cenario mamiferos
marinhos como os pinipedes, que possuem habitos costeiros e predam muitas vezes as
mesmas espécies consumidas por humanos, sdo considerados importantes sentinelas
ambientais. No entanto, pouco se sabe até entdo a respeito do espectro viral e
potencialmente patogénico a que esses animais podem estar expostos (Bossart, 2006).

Sabe-se que algumas infec¢des virais, geram resultados catastréficos sobre
populagdes destes animais. Um exemplo relativamente recente e que levou a um aumento
significativo dos estudos a respeito de virus dessas espécies foram os surtos de cinomose
focina, um morbilivirus, responsavel pela morte de milhares de focas na Europa em 1988

e 2002 (Hall et al., 2006).
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Além dos morbilivirus, alguns dos virus j& detectados em populacdes de pinipedes
incluem: adenovirus (Britt et al., 1979), calicivirus (Smith et al., 1973), herpesvirus
(Osterhaus et al., 1985), parvovirus (Burek et al., 2005) e o virus influenza (Geraci et al.,
1982). Nestes casos, a maioria deles foi associada a achados clinicos claramente descritos.
Alguns desses virus ainda representam potencial risco zoondtico, como é o caso dos
calicivirus (Smith et al., 2006).

Outros virus, como é o caso dos circovirus, foram recentemente detectados em
amostras de pinipedes, porém, sua origem, infectividade e patogenicidade ainda nédo
foram esclarecidas (Sikorski et al., 2013). Entretanto, afora estes poucos agentes
mencionados acima, pouco se sabe a respeito da diversidade viral nestas espécies, sobre
0s reservatorios naturais de virus e outros aspectos de sua ecologia no meio aquatico

(Suttle, 2007).

2.2.1 Circovirus

2.2.1.1. Caracteristicas gerais

A familia Circoviridae compreende 3 géneros: Circovirus, Gyrovirus e o
recentemente descrito, Cyclovirus. Os membros dessa familia apresentam particulas
virais de aproximadamente 20 nm de didmetro, ndo envelopados, com capsideo de
simetria icosaédrica, que envolve um genoma constituido de uma molécula de fita simples
de DNA circular de aproximadamente 2 kb. Os circovirus sd0 0S menores virus capazes
de infectar animais de que se tem conhecimento (Todd et al., 2005).

Tanto os membros do género Circovirus como os do género Cyclovirus possuem

genomas com duas “ORFs” (ou fases de leitura abertas) principais, organizadas de
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maneira inversa, que codificam o gene da proteina iniciadora da replicagdo em circulo
rolante (rep) e o gene da proteina do capsideo (cap) (Todd et al., 2005). Uma estrutura
em al¢a cuja extremidade consiste em uma sequéncia de nove nucleotideos (nondmero)
altamente conservada, localizada entre as porgdes 5’ das duas principais ORFs, tem papel
fundamental na iniciacdo da replicagéo viral em ambos os géneros (Hattermann et al.,
2003; Johne et al., 2006; Mankertz et al., 2000; Niagro et al., 1998; Stewart et al., 2006;
Todd et al., 2001, 2007).

No entanto, em comparagdo com 0s circovirus, os ciclovirus possuem proteinas
Rep e Cap menores e a regido intergénica (IGR) 3’ entre os codons de parada das duas
ORFs esta ausente ou é formada somente por poucas bases (Li et al., 2010b, 2011). Os
ciclovirus ainda apresentam modificaces em pequenas sequéncias de aminoacidos
localizadas na regido terminal da Rep associadas com a replicacdo em circulo rolante e
com a ligacdo de desoxirribonucleotideos. Em contrapartida, a porcao terminal de Cap
nos ciclovirus, assim como nos circovirus, tem carater altamente bésico e é rica em
arginina. Portanto, ciclovirus sdo distintos dos circovirus com relacdo a diversas
caracteristicas Unicas do seu genoma, além de filogeneticamente formarem um grupo

distinto (Delwart & Li, 2011).

2.2.1.2. Hospedeiros

Os circovirus infectam inimeras espécies de aves incluindo papagaios, pombas,
gaivotas, patos, gansos, cisnes, corvos, canarios, tentilhdes, estorninhos e galinhas
(Niagro et al., 1998; Mankertz et al., 2000; Todd et al., 2001, 2007; Hattermann et al.,
2003; Johne et al., 2006; Stewart et al., 2006; Halami et al., 2008; Li et al., 2011). Em

mamiferos, os circovirus suinos 1 e 2 (PCV1 e PCV2) séo as duas espécies desse género
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que tém sido mais extensivamente documentadas (Allan & Ellis, 2000; Mankertz et al.,
2004). Recentemente, houve uma grande expansdo dos conhecimentos a respeito da
presenca de circovirus em outros animais (Li et al., 2010b, 2011; Ge et al., 2011; Li et
al., 2010a; Lorincz et al., 2011; Ng et al., 2011; Rosario et al., 2011).

Em mamiferos marinhos, o primeiro relato de deteccdo desses virus ocorreu
recentemente em fezes de lobo marinho neo-zelandés (Arctocephalus forsteri). No
entanto, observou-se que, apesar de seu genoma apresentar duas principais ORFs
inversamente organizadas (1,050 nt e 1,095 nt) além de duas IGRs (198 nt e 462 nt), esse
virus ndo pdde ser classificado (Sikorski et al., 2013). Portanto, a capacidade desses virus
de infectar determinadas espécies animais, em especial mamiferos marinhos, ainda é

pouco explorada.

2.2.1.3. Sinais clinicos

Devido ao desconhecimento a respeito da capacidade dos circovirus em infectar
pinipedes e demais animais marinhos, ndo se tem nenhum relato de sinais clinicos
associados com a infeccdo por circovirus nesses animais. No entanto, sabe-se que em aves
circovirus aviarios tém sido associados com deplecdo linféide, imunossupressdo e
problemas de desenvolvimento como deformidades do bico e das garras, crescimento
retardado e problemas nas penas (Bassami et al., 1998; Stewart et al., 2006; Todd, 2000).
Em mamiferos, a infeccdo por PCV2 pode ser desde assintomética ou causar uma
variedade de sinais clinicos em suinos, incluindo a sindrome multissistémica do
definhamento, dermatite, nefropatia e problemas reprodutivos em suinos (Darwich et al.,

2004; Ellis et al., 1998, 2004, Firth et al., 2009).
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2.2.1.4. Patogenia

A julgar pelo que se conhece sobre o PCV-2, uma vez que a patogenia de
circovirus em pinipedes ainda é desconhecida, sabe-se que em suinos o circovirus é
transmitido principalmente pela via oronasal e infecta células do sistema imunoldgico,
como macrofagos, linfocitos e células dendriticas. Apds a infeccdo e replicagdo em
células do sistema imunoldgico, o PCV-2 produz viremia e se dissemina sistemicamente
no organismo. Um desequilibrio das substancias mediadoras da imunidade, morte de
linfocitos e falhas na reposicao de células linféides colaboram para esta imunodeficiéncia.
As lesdes macroscopicas mais importantes incluem a hipertrofia de linfonodos (inguinais,
submandibulares, mesentéricos e mediastinicos), atrofia do timo e auséncia de

colabamento pulmonar (Zanella, 2007).

2.2.1.5. Epidemiolologia

Estudos demonstraram que tanto circovirus como ciclovirus sdo altamente
prevalentes em amostras de fezes de humanos de paises em desenvolvimento como
Paquistdo, Nigéria e Tunisia (Ge et al., 2011; Li et al., 2011). Outros estudos revelaram
que ciclovirus presentes em amostras de tecido muscular (carne) de frango, gado, cabra,
ovelha e camelo possuem caracteristicas similares a ciclovirus detectados em amostras de
fezes de humanos e de chimpanzés, indicando uma possivel transmissdo interespecifica
(Li et al., 2010b, 2011). Além disso, circovirus também foram detectados em amostras
ambientais (Rosario et al., 2009a,b; Blinkova et al., 2009; Lopez-Bueno et al., 2009; Kim
et al., 2008). Por isso se imagina que em pinipedes esses processos se deem de maneira

semelhante.
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2.2.2. Adenovirus

2.2.2.1. Caracteristicas gerais

A familia Adenoviridae abriga um grupo de virus ndo envelopados, de simetria
icosaédrica e diametro de 70-100 nm. Os membros dessa familia séo classificados em
quatro géneros: Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, and Siadenovirus (Benko
& Harrach, 2003; Davison et al., 2000; Farkas et al., 2002). Os adenovirus (AdVs)
possuem genoma linear constituido de uma molécula de fita dupla de DNA (dsDNA)
sendo que o tamanho do genoma varia de 30-36 kbp nos mastadenovirus, 31-36 kbp nos
atadenovirus, e 26-45 kbp nos siadenovirus (Benko & Harrach, 2003).

O genoma codifica aproximadamente 40 proteinas, com genes presentes nas duas
cadeias de DNA, transcritos em direcGes opostas. Varios desses genes originam
transcritos que sdo processados pelo mecanismo de splicing antes de serem exportados
para o citoplasma, onde serdo traduzidos. Uma mesma regido transcrita pode originar
diferentes RNAs mensageiros (mMRNAS), que séo produzidos por clivagem e remocéo de
introns. O genoma € dividido em onze regides de transcricdo, baseadas na regulacdo
temporal da expressdo, sendo cinco delas iniciais (E1A, E1B, E2, E3 e E4), duas
intermediéarias (1X e IVa2) e uma tardia (que origina cinco mRNAs — L1 a L5). Destas
regides, os genes iniciais codificam proteinas ndo-estruturais, e as tardias codificam

proteinas estruturais (Moraes & Costa, 2007).
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2.2.2.2. Hospedeiros

InfeccBes por adenovirus (AdVs) ja foram descritas em mamiferos, aves, répteis,
anfibios, e peixes; particulas virais j& foram isoladas de pelo menos 40 espécies de
vertebrados (Benko & Harrach, 2003; Davison et al., 2000; Schrenzel et al., 2005;
Wellehan et al., 2004). Em humanos, ao todo 52 sorotipos de adenovirus (hAdVs) ja
foram identificados e classificados em sete grupos, designados “A” a “G”.

Em mamiferos terrestres os AdVs possuem uma gama de hospedeiros restrita. Na
maioria dos casos sdo considerados espécie-especificos, com algumas exce¢des como é
0 caso do CAV-1 que é conhecido por infectar um grande nimero de espécies de
carnivoros silvestres tais como raposas, lobos, guaxinins, gambas e ursos (Woods, 2001).

Em mamiferos marinhos, AdVs foram isolados do trato digestorio de algumas
espécies de cetaceos tais como baleia sei (Balaenoptera borealis), baleia da Groelandia
(Balaena mysticetus) e belugas (Delphinapterus leucas) (Smith & Skilling 1979; Smith
et al., 1987; De Guise et al., 1995), sendo que a patogenicidade e correlagdo entre esses
virus ndo foram esclarecidas. No entanto, em pinipedes, AdVs foram observados pela
primeira vez em figados de ledes marinhos californianos (Zalophus californianus)
encalhados na costa da California que apresentavam quadro clinico de hepatite (Britt et
al., 1979; Dierauf et al., 1981) e um novo AdV - o adenovirus otarideo tipo 1 (OtAdV-

1) foi isolado de animais dessa mesma espécie (Goldstein et al., 2011).

2.2.2.3. Sinais clinicos

AdVs estdo associados principalmente com hepatite em lebes marinhos

californianos. Os principais sinais clinicos s&o observados em animais encalhados em
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processo de reabilitagdo e consistem em fraqueza, emaciacgdo, fotofobia, polidipsia,
diarreia sanguinolenta, entumecimento abdominal, linfopenia e monocitose. Esses sinais
clinicos sdo muito semelhantes aos apresentados por cées infectados por CAV-1 (Dierauf

etal., 1981).

2.2.2.4. Patogenia

A exposicdo a AdVs se da pela via oronasal ou conjuntival. O virus replica
inicialmente nas tonsilas e placas de Peyer, disseminando-se para os linfonodos regionais
e, eventualmente, atinge a circulacdo sanguinea. A fase de viremia resulta na
disseminacdo do virus para varios 6rgaos, como o figado, os rins, o baco e os pulmdes.
As células parenquimatosas e as células endoteliais do organismo séo os alvos principais
para a replicagéo viral (Moraes & Costa, 2007).

No figado, sdo observadas congestdo e necrose de coagulacdo multifocal, com o
envolvimento dos hepatdcitos da zona trés do &cino de Rappaport (regido centrolobular)
ou necrose lobular generalizada em casos graves. A extensao e a gravidade das lesdes
hepaticas estdo relacionadas com a imunidade humoral (Moraes & Costa, 2007).

Achados histopatoldgicos observados em leGes marinhos californianos (Zalophus
californianus) de vida livre, durante processo de reabilitacdo, sao muito semelhantes aos
observados em casos de hepatite por adenovirus em cdes domésticos e consistem em
necrose multifocal, presenca de particulas virais no nucleo das células e lipidose hepatica

(Britt et al., 1979, Dierauf et al., 1981).
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2.2.2.5. Epidemiologia

A fonte de infeccéo por AdVs em pinipedes ainda € pouco esclarecida. No entanto,
especulagOes sdo feitas a respeito da relacdo entre os AdVs que infectam lebes marinhos
e 0 CAV-1, devido ao fato desse virus ser capaz de infectar multiplas espécies de
carnivoros.

Além disso, os AdVs séo altamente prevalentes em popula¢des humanas e fato de
serem excretados em grandes quantidades nas fezes e urina de individuos infectados levou
a realizagdo de estudos que demonstraram a alta prevaléncia de AdVs em diferentes
ambientes aquaticos, como efluentes, rios e mares (Tavares et al., 2005). Isso também

poderia representar uma fonte potencial de infec¢do para mamiferos marinhos.

2.2.3. Morbilivirus

2.2.3.1. Caracteristicas gerais

Os virus classificados no género Morbillivirus s@o pertencentes a familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, juntamente com outros cinco géneros:
Respirovirus, Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus e Virus TPMV-like. Os morbilivirus
incluem o virus da cinomose canina (CDV), o virus da cinomose focina (PDV), o
morbilivirus dos cetaceos (CeMV), o virus da peste bovina (RPV), o virus da peste dos
pequenos ruminantes (PPRV) e o virus do sarampo (MV) (King et al., 2011).

Os virions séo envelopados, em sua maioria pleomorficos, com projecdes
glicoprotéicas na superficie e aproximadamente 150 a 300 nm de didmetro (Arns et al.,

2012). O genoma dos morbilivirus é constituido por uma cadeia de RNA de fita simples
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e polaridade negativa, ndo segmentada, de aproximadamente 15,9 kb. Possui seis genes
que codificam oito proteinas virais, duas ndo estruturais, C e V, e seis proteinas
estruturais: a proteina do nucleocapsideo (NC), a fosfoproteina (P), a proteina da matriz
(M), a proteina de fusdo (F), a hemaglutinina (H) e a grande proteina (L). O gene p gera
trés proteinas através da presenca de fases de leitura sobrepostas. Das proteinas
estruturais, trés estdo associadas ao nucleocapsideo (NC, P e L), e trés proteinas estdo

associadas a membrana (M, F e H) (Maclachlan & Dubovi, 2011).

2.2.3.2. Hospedeiros

Desde 1987, morbilivirus tem sido responsaveis por importantes surtos
epizooticos com altas taxas de mortalidade em pinipedes como focas (Phoca vitulina),
focas cinzentas (Halichoerus grypus) na Europa, focas do lago Baikal (Phoca sibirica)
na Sibéria, focas do mar Céspio (Phoca caspica) no mar Céspio (Kennedy et al., 2000).
Assim como em cetaceos como golfinhos listrados (Stenella ceoruleoalba) no mar
Mediterraneo, golfinhos comuns do Mar Negro (Delphinus delphis ponticus) e golfinhos
nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) a longo da costa leste do Estados Unidos e Golfo
do México (Kennedy, 1998) dentre outras espécies.

Estudos soroldgicos demonstraram a presenca de anticorpos em 14 de 18 espécies
de odontocetos analisadas na costa do oceano Atlantico, do Canada até o Golfo do
México, e em trés espécies do Pacifico sul (Van Bressem et al., 1998; Duignan et al.,
1995). Em pinipedes, anticorpos contra morbilivirus ja foram detectados em diversas
especies de focas que migram em aguas do noroeste da Europa e o norte do Canada até a
regido da Nova Inglaterra na costa dos Estados Unidos, bem como em focas leopardo

(Hydrurga leptonyx) e focas caranguejeiras (Lobodon carcinophagus) da Antartica e
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lobos marinhos neo-zelandeses (Arctocephalus fosteri) (Kennedy et al., 1988; Osterhaus
& Vedder, 1988; Grachev et al., 1989; Duignan et al., 1995). Manatis (Trichecus
manatus) na costa da Florida e ursos polares (Ursus maritimus) nas dguas do Alasca e

Russia também possuem anticorpos contra morbilivirus (Garner et al., 2000).

2.2.3.3. Sinais clinicos

Os sinais clinicos associados com a infecgdo por morbilivirus em pinipedes sdo
muito semelhantes aos da cinomose em cées, incluindo febre, descarga oronasal serosa
ou mucopurulenta, ceratoconjuntivite, dermatite, tosse, dispneia, diarreia e abortos.
Espasmos musculares, postura anormal e tolerdncia a humanos também podem ser
observados, assim como alteracGes na flutuabilidade e na capacidade de mergulhar
decorrente de enfisema subcutineo da regido cervical e toracica (Kennedy-Stoskopf,

2001).

2.2.3.4. Patogenia

A exemplo do que ocorre para 0 CDV em caes, ap6s a inalacdo das particulas
viricas, ocorre a replicacao viral no epitélio e em macro6fagos do trato respiratorio superior
e, a sequir, o virus alcanca os linfonodos regionais. Em um periodo de até uma semana
apos a infeccdo, o virus é carreado por linfocitos e se dissemina pelos 6rgdos linféides
ocasionando a fase de viremia primaria. A progressdo da infeccdo depende da resposta
imune do animal. Nos animais que ndo conseguem montar uma resposta eficiente, o virus
é carreado por linfécitos e mondcitos, produzindo a viremia secundaria e se disseminando

para a pele e para os tratos digestivo, respiratorio, urogenital e sistema nervoso. Celulas
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mononucleares carreiam o CDV para o SNC, por diferentes vias: através da barreira
hematoencefélica, pelo fluido cefalorraquidiano e/ou pelo epéndima dos ventriculos. Os
sitios de predilecdo do virus sdo: a substancia branca do cerebelo, ao redor do quarto
ventriculo, a medula dssea e a via Optica (Arns et al., 2012).

O achado mais comum em pinipedes infectados por morbilivirus é pneumonia
com edema pulmonar e areas de consolidacdo. Pneumonia broquiointersticial com
congestdo, edema, exudato serofibroso nos alvéolos, assim como formag&o de sincicios e
inclusBes tanto intracitoplasméticas quanto intranucleares. O sistema nervoso central
também pode apresentar alteracbes como necrose neuronal, gliose, formacdo de
manguitos perivasculares e desmielinizagdo com astrocitose, caracterizando um quadro
de encefalite. A deplecdo linfocitéria caracteriza um quadro de infec¢do aguda (Kennedy,

1998; Duignan, 1999).

2.2.3.5. Epidemiologia

Acredita-se que as principais espécies reservatorio de PDV e CeMV sejam as
focas da Groelandia (Pagophilus groenlandicus) e as baleias piloto (Globicephala sp.)
respectivamente. Ambas as espécies de mamiferos marinhos possuem habitos migratdrios
e gregarios populacdes suficientemente numerosas para manter o virus circulando
(Kennedy-Stoskopf, 2001). CVD também foi isolado a partir de focas cinzentas higidas
de cativeiro no Canada (Lyons et al., 1993) e a partir de focas do lago Baikal e do mar
Céspio durante eventos de alta mortalidade (Kennedy-Stoskopf, 2001). Dentre as espécies
de morbilivirus as duas mais relacionadas entre si sdo 0 CDV e o PDV, sendo possivel

que o PDV tenha sido originado do CDV (Barret, 1999).
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2.2.4. Calicivirus

2.2.4.1. Caracteristicas gerais

A familia Caliciviridae é constituida de quatro géneros: Vesivirus, Lagovirus,
Norovirus (NoV) e Sapovirus (SaV). Seus membros nao possuem envelope lipoprotéico,
apresentam simetria icosaédrica e didmetro variando de 27 a 39 nm. O genoma desses
virus é constituido por RNA fita simples, linear, de polaridade positiva, com tamanho
variando de 7,4 a 8,3 kb. Na extremidade 5’ de algumas estirpes virais ha uma proteina
(VPg), de aproximadamente 16 kDa, ligada covalentemente. A VPg esté presente tanto
no RNA gendmico quanto no subgenémico, este Ultimo transcrito para codificar as
proteinas estruturais do virus (Wirblich et al., 1996; Sosnovtsev et al., 2002; Belliot et
al., 2003).

O género Vesivirus compreende o virus dos leGes marinhos de Sdo Miguel
(SMSLV), o calicivirus felino (FCV) e o virus do exantema vesicular dos suinos (VESV)
extinto desde 1959 (Neill et al., 1995). A organizacdo gendmica dos vesivirus se da em
trés ORFs. Na ORF1 é codificada uma poliproteina que € clivada, simultaneamente a sua
sintese, pela protease viral originando as proteinas ndo-estruturais do virus. As ORF2 e
ORF3 codificam as proteinas estruturais VP1 (principal) e VP2 (secundéria),

respectivamente (Green et al., 2000).

2.2.4.2. Hospedeiros

Desde 1972, mais de 20 sorotipos de calicivirus tem sido isolados de varias

espécies de mamiferos marinhos, incluindo ledes marinhos californianos (Zalophus
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californianus), lobos marinhos do norte (Callorhinus ursinus), elefantes marinhos do
norte (Mirounga angustirostris), morsas do Pacifico (Odobenus rosmarus divergens),
ledes marinhos de Steller (Eumetopias jubatus) e golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops
truncatus) (Smith & Boyt, 1990; Barlough et al., 1998).

Atualmente o SMSLV é um dos virus mais comumente relatados em diferentes
espécies de mamiferos marinhos (Van Bonn et al., 2000). Além disso, entre 0s virus que
infectam vertebrados, 0 SMSLV é o que possui a maior gama de hospedeiros e é capaz
de infectar diversas espécies incluindo peixes (Smith et al., 1980), anfibios, répteis
(Barlough et al., 1998) e primatas (Smith et al., 1983a).

Em humanos existem evidéncias de que o SMSLV pode estar associado com
lesGes vesiculares e hepatite (Smith et al., 1998a; Smith et al., 2006). A transmissao inter-
espécies ja foi descrita entre focas, martas e suinos por meio da ingestdo de alimentos e

fezes contaminados com 0 SMSV (Wilder & Dardiri, 1978).

2.2.4.3. Sinais clinicos

Mamiferos marinhos infectados com o SMSLV apresentam formacg6es vesiculares
nas partes mais frias do corpo, como nadadeiras, mucosa oral e genital (Schaffer &
Soergel, 1973; Smith et al., 1983b). A infeccdo pelo SMSLV também tem sido associada
com falhas reprodutivas e mortalidade neonatal. Recentemente 0 SMSLV também foi
associado com surtos epizooticos de gastroenterite em lebes marinhos californianos

(Schmitt et al., 2009).
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2.2.4.4. Patogenia

O virus penetra principalmente pela via oronasal e replica inicialmente na
orofaringe (Neill, 2007). Microscopicamente, as lesfes iniciam com a espongiose da
camada espinhosa da epiderme, e se disseminam pela extensdo da camada lucida até a

membrana basal com a formacao de vesiculas (Moeller, 2002).

2.2.4.5. Epidemiologia

O SMSLYV se dissemina pelo contato direto com animais infectados e também por
via oral, através da alimentacdo. Como o VESV e o SMSLV sdo morfoldgica e
imunologicamente similares, compartilham caracteristicas genéticas e causam 0 mesmo
quadro clinico nos animais infectados, propds-se inicialmente que as populacbes de
mamiferos marinhos pudessem servir de reservatorios, a partir das quais o SMSLV e o
VESV poderiam ser reintroduzidos nas espécies domésticas (Smith et al., 1973). De fato,
0 SMSLV pode infectar animais domésticos, como suinos e bovinos, no entanto, o fato
das populacdes ledes marinhos serem pequenas levou a descoberta de que, na verdade,
espécies de peixes como a perca (Girella nigricans) podem servir de reservatério tanto
para suinos quanto mamiferos marinhos. A doenca vesicular dos suinos foi erradicada
desde 1959, através da eliminacdo dos animais infectados e do término da prética de se
alimentar suinos com sobejos oriundos do mar nao tratados termicamente (Smith & Boyt,
1990).
Estudos sugerem que o SMSLV, que hoje é considerado endémico em
populacdes de pinipedes, tenha uma origem marinha, e que peixes tenham tido papel

significativo na disseminacao e propagacéo da infecgdo nos demais hospedeiros (Smith
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etal., 1998b). Além disso, o calicivirus felino, que recentemente divergiu de um ancestral
comum entre 0 SMSLV/VESV, permanece estdvel no ambiente aquatico (Kadoi &

Kadoi, 2001) e capaz de infectar leGes marinhos californianos (Smith et al., 1998b).

2.2.5. Coronavirus

2.2.5.1. Caracteristicas gerais

Os membros da familia Coronaviridae sdo virus envelopados, moderadamente
pleomorficos, com didmetro de 100-150 nm, compostos por 5-6 proteinas estruturais
dependendo da espécie viral. Inicialmente, os coronavirus (CoVs) foram divididos em
trés grupos distintos com base em caracterizacdo genética e soroldgica (Brian & Baric,
2005; Lai & Cavannagh, 1997; Ziebuhr, 2004). Recentemente foi proposto que 0s grupos
1, 2 e 3 fossem classificados em géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, e
Gammacoronavirus (ICTV, 2014).

A maioria dos coronavirus de mamiferos estd classificada nos géneros
Alphacoronavirus e Betacoronavirus, enquanto o género Gammacoronavirus abriga o
coronavirus das baleias beluga (BWCoV) e 0s coronavirus aviarios como o virus da
bronquite infecciosa das galinhas (IBV), e o coronavirus dos perus (TCoV) (Cavanagh,
2005; McKinley et al., 2008).

O genoma dos CoVs consiste em uma molécula de RNA de cadeia simples e
polaridade positiva. O RNA genémico pode ter de 27 a 32 kb, sendo 0 maior genoma
entre os virus RNA. A extremidade 5’ do genoma possui uma estrutura cap € a
extremidade 3’ ¢ poliadenilada, como ocorre nos mMRNA celulares. Nas proximidades da

regido 5’ do genoma se localiza uma sequéncia de 65 a 98 nucleotideos denominada lider,



35

seguida de uma sequéncia de 200 a 400 nt, que ndo é traduzida. Proxima a extremidade
3’ e imediatamente anterior a regido poliadenilada esté presente uma regido ndo-traduzida
(UTR) de 200 a 500 nt (Lovato & Dezengrini, 2007).

As proteinas virais ndo-estruturais sdo codificadas na regido mais proxima da
extremidade 5°, enquanto as proteinas estruturais sdo codificadas proximas a extremidade
3. Os dois tergos iniciais do genoma correspondem ao gene L e codificam a polimerase
viral (polimerase de RNA dependente de RNA — replicase). Essa regido possui duas fases
de leitura abertas (ORFs) sobrepostas, que sdo traduzidas em uma poliproteina no inicio
do ciclo replicativo. Em todos 0s coronavirus, o encadeamento dos genes no genoma ¢ 5’
Pol =S — E — M — N 3°. Entre esses genes podem ser encontradas outras ORFs que
codificam algumas proteinas ndo-estruturais e também a proteina HE. A presenca dessas
ORFs, a sua extensdo, a forma de expressdo e a distribuicdo podem variar entre 0s
coronavirus (Brian & Baric, 2005).

Os coronavirus, a exemplo de outros virus RNA, sofrem mutac6es frequentes no
seu genoma em funcdo dos erros cometidos pela RNA polimerase. Alguns coronavirus
que causam doencas em animais foram originados a partir de dele¢cdes no genoma de virus
preexistentes. A alta frequéncia de recombinacédo € outro aspecto importante na genética
dos coronavirus, o que pode ter reflexos importantes na patogenia e na epidemiologia

desses virus (Lai & Cavannagh, 1997).

2.2.5.2. Hospedeiros

A tendéncia observada nos CoVs em recombinar e suas altas taxas de mutacéo,

permite que eles se adaptem facilmente a novos hospedeiros e a novos nichos ecoldgicos

(Herrewegh et al., 1998; Woo et al., 2006). Em mamiferos marinhos, 0 BWCoV foi 0
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primeiro a ser relatado em uma baleia beluga, recentemente um virus semelhante ao
BWCoV foi detectado em golfinhos nariz-de-garrafa (BdCoV). Em ambos os casos, 0s
animais analisados eram de cativeiro (Mihindukulasuriya et al., 2008; Woo et al., 2014).
Em pinipedes, CoVs foram identificados em trés focas de cativeiro que vieram a dbito

(Bossart & Schwartz, 1990).

2.2.5.3. Sinais clinicos

Coronavirus (CoVs) séo encontrados em uma ampla gama de hospedeiros,
normalmente associados com doenca respiratoria, entérica, hepética e neuroldgica, cuja
gravidade é variavel (Lovato & Dezengrini, 2007). O BWCoV esta associado com sinais
respiratdrios e faléncia hepatica em baleia beluga (Mihindukulasuriya et al., 2008). Em
pinipedes, dos trés animais infectados por CoVs que vieram a Obito, apenas um
apresentou leves sinais de anorexia e alteragfes comportamentais, 0s outros néo

apresentaram sinais clinicos (Bossart & Schwartz, 1990).

2.2.5.4. Patogenia

A exemplo do CCoV, a patogenia dos CoVs pode ser restrita ao trato digestorio,
onde a via de transmissdo é normalmente via fecal-oral e a replicacdo se da nas células
epiteliais das vilosidades intestinais (Lovato & Dezengrini, 2007). No caso de animais
infectados por BWCoV, a lesdo mais importante é a necrose hepatica (Mihindukulasuriya
et al., 2008). Em pinipedes pode--se observar enterite necrosante e edema pulmonar

(Bossart & Schwartz, 1990).
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2.2.5.5. Epidemiologia

Os surtos de sindrome aguda respiratoria (SARS), a descoberta de um coronavirus
associado a essa enfermidade (SARS-CoV) e a deteccdo desse virus em civetas no
Himalaia e em guaxinins na China, foram fatores decisivos para o aumento de estudos
sobre a infec¢do por CoVs em humanos e em outros animais (Cheng et al., 2007; Guan
et al., 2003; Marra et al., 2003; Rota et al., 2003; Snijder et al., 2003; Woo et al., 2004).
No entanto, em mamiferos marinhos, 0s conhecimentos epidemiolégicos a respeito dos

CoVs é restrita a animais de cativeiro.
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3. OBJETIVOS

Geral

e Ampliar os conhecimentos sobre o0s virus que circulam na populacéo de lobos
marinhos do litoral do Rio Grande do Sul.

Especificos

e Pesquisar a presenca de circovirus, adenovirus, morbilivirus, calivivirus e
coronavirus em amostras de fezes de animais encontrados mortos na costa rio-grandense.

e Realizar o sequenciamento e andlises filogenéticas dos segmentos gendmicos
identificados e buscar identificar os provaveis virus aos quais tais segmentos pertencem
e sua provavel posicao taxondmica.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados, bem como os materiais e métodos empregados para a realizagdo
dos experimentos que compdem essa dissertacdo, serdo apresentados a seguir como

parte de dois artigos cientificos, como segue:

1- Molecular detection and phylogenetic analysis of circoviruses in fecal matter of
South American fur seals (Arctocephalus australis)

Artigo completo a ser submetido ao periddico Journal of General Virology.

2- Molecular search for morbillivirus, calicivirus, adenovirus and coronaviruses in
fecal matter of fur seals (Arctocephalus spp.)
Short communication em elaboracédo a ser submetida ao periédico Acta Scientiae

Veterinariae.
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Abstract

Members of Circoviridae family are non-enveloped, spherical viruses with a single-
stranded circular DNA genome; the family comprises three genera: Circovirus, Gyrovirus
and the most recently described Cyclovirus. Some circoviruses are highly prevalent and
genetically diverse pathogens of mammals, birds and in many aquatic environment
samples. Little is known about the presence of these viruses in marine mammal
populations. This study aimed to identify circoviruses genomes in fecal matter of twenty-
one South American fur seals (Arctocephalus australis) and two subantarctic fur seals
(Arctocephalus tropicalis) found dead on Rio Grande do Sul coast. A pan-circovirus PCR
was used to detect rep gene segments. Samples from six South American fur seals gave
rise to amplification of circoviruses genomes fragments; three of these were
phylogenetically similar to those of members of Cyclovirus genus. Two other samples
contained genome segments suggestive of members of Circovirus genus, whereas one of
the samples gave rise to a gene segment that has no similarity with any Circoviridae
known genus. These findings indicate the occurrence of circoviruses and cicloviruses in

populations of fur seals found in the coast of Rio Grande do Sul, Brazil.

Keywords: circovirus, cyclovirus, Circoviridae, Pinnipedia
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Introduction

Viruses of Circoviridae family are known to infect a wide range of vertebrates. The
virions consist of naked nucleocapsids of about 20 nm diameter, with a circular single
stranded DNA (ssDNA) genome of 1.7-2.0 kb (Fauquet & Fargette, 2005). The family
comprises two genera, Gyrovirus and Circovirus, although a third genus, Ciclovirus has
been proposed (Li et al., 2010a). Members of Gyrovirus genus (chicken anemia virus;
CAV) (Noteborn et al., 1991), avian gyrovirus type 2; AGV2 (dos Santos et al., 2012;
Rijsewijk et al., 2011) and human gyrovirus type 1; HGV1 have negative sense genomes
(Sauvage et al., 2011), whereas members of Circovirus genus have ambisense genome
with two major open reading frames (ORFs). The inversely arranged ORFs encode for
replicase (Rep) and capsid (Cap) proteins, and are separated by 39 nucleotides intergenic
region (IGR) between the stop codons and 59 nucleotides IGR between the start codons
(Lietal., 2010a).

The recently described Cyclovirus genus members have a smaller genome that encodes
Rep and Cap proteins, which are smaller than those of circoviruses, with shorter or no 39
IGR between the stop codons of the two major ORFs and a longer 59 IGR between the
start codons of the two major ORFs (Li et al., 2010a). Cycloviruses were also found to
be prevalent in the muscle tissue of farm animals, such as chickens, cows, sheep, goats,
and camels (Li et al., 2011).

Some circoviruses are major pathogens of pigs (Darwich et al., 2004; Ellis et al., 1998,
2004; Firth et al., 2009). In birds, avian circoviruses have been identified in a broad range
of avian species linked to signs of avian lymphoid depletion, immunosuppression and
developmental abnormalities such as deformities of the beak and claws, feathering
disorders and growth retardation (Bassami et al., 1998; Chae, 2005; Hattermann et al.,

2003; Todd et al., 2001; Stewart et al., 2006; Todd, 2000).
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Circoviruses, cycloviruses and other more divergent rep sequences bearing viruses were
recently identified using high-throughput sequencing and/or consensus PCR in the feces
of humans, chimpanzees, bats and rodents (Li et al., 2010a; Blinkova et al., 2010; Li et
al., 2010b; Ge et al., 2011; Phan et al., 2011). They were also found in blood fed
mosquitoes (Ng et al., 2011), algae (Yoon et al., 2011), fish (Lorincz et al., 2011) and in
environmental samples of seawater, reclaimed waters, sewage, and soil (Rosario et al.,
2009a,b; Blinkova et al., 2009; Lopez-Bueno et al., 2009; Kim et al., 2008). The same
circoviruses and cycloviruses have been detected in humans, wild and farmed animals,
suggesting possible cross-species transmissions and zoonotic potential (Li et al., 2011;
Geetal., 2011).

Here, the detection of genetically diverse circovirus-like genomes in fecal samples
collected from South American fur seals (Arctocephalus australis) is reported. The
identified sequences were distantly related to known circovirus/cyclovirus genomes and

may represent 3 novel species within Circoviridae family.
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Material and methods

Sample collection and preparation

During the months of June and July 2012, 23 fur seals of Arctocephalus genus were found
dead on the beach. Fecal samples were collected from 21 specimens of South American
fur seal, A. australis, and 2 specimens of the Subantartic fur seal A. tropicalis in a coastal
area of approximately 300 km comprised between the cities of Torres (coordinates:
29°20'31"S, 49°43'47"W) and Mostardas (coordinates: 31°6'25"S, 50°55'15"W), Rio
Grande do Sul state, South Brazil. The area was monitored weekly in search for pinnipeds
and other marine animals. The animals were submitted to necropsy. Fecal samples were
collected directly from the intestine, kept on ice and sent to the laboratory, where were
stored at -80°C. At the time of processing, samples were then thawed and approximately
5 g of fecal material were resuspended in 10 mL of Hank’s balanced salt solution (HBSS).
The slurry was removed by pelleting at 10.000 xg for 10 min in a microcentrifuge. The
supernatants were sequentially transferred to fresh tubes and submitted to DNA

extraction.

DNA extraction and polymerase chain reactions (PCR)

Total fecal DNA was extracted from 400 uL of the supernatants (described above) with
buffered phenol (Invitrogen™). The extracted DNA was eluted in 50 pL of TE (Tris-
hydrochloride buffer, pH 8.0, 1.0 mM EDTA), treated with RNase and stored at -80°C.
To ensure the extracted DNA was suitable for amplification, the constitutive ribosomal
gene 16s of Gram-positive bacteria was amplified by PCR with primers FC27 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and R530 (5-CCGCGGCTGCTGGCACGTA-3")
(Gontang et al., 2007) in a 25 pL reaction containing 20 to 50 ng of DNA, 1 mM of

MgCly, 0.2 uM of each primer (IDT), 1.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen™), 10%
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PCR buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP (ABgene). Cycling conditions were: 5 min
at 94 °C followed by 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1 min at 50 °C and 1 min at 72 °C,
followed by a final extension step of 5 min at 72 °C. Five microliters of the amplicons
(approximately 500 bp) were electrophoresed in 1.5% agarose gels and visualized on UV
light after staining with ethidium bromide. Subsequently, samples that amplified 16s gene
were submitted to the amplification in a nested PCR targeting the rep gene with the
following degenerate primers: CV-F1 (5’-GGIAYICCICAYYTICARGG-3’), CV-R1
(5’-AWCCAICCRTARAARTCRTC-3’), CV-F2 (5'-
GGIAYICCICAYYTICARGGITT-3’), and CV-R2 (5°-
TGYTGYTCRTAICCRTCCCACCA-3’) (Li, et al., 2010a). These were expected to
amplify part of the rep gene of circoviruses and cycloviruses. The first reaction was
performed in 25 pL volume, consisting of 20 to 50 ng of DNA, 1 mM MgCl>
(Invitrogen™), 0.2 uM of each primer (CV-F1 and CV-R1) (IDT), 1.5 U Taq DNA
polymerase (Invitrogen™), 10% PCR buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP
(ABgene). The cycling conditions were: 5 min at 95 °C; 40 cycles of 1 min at 95 °C, 1
min at 52 °C, 1 min at 72 °C and a final incubation at 72 °C for 10 min. For the second
(nested) reaction, the 25 uL mix components were: 1 uL of the 1% reaction product, 1 mM
MgClI2 (Invitrogen™), 0.2 uM of each primer (CV-F2 and CV-R2) (IDT), 1.5 U Tag DNA
polymerase (Invitrogen™), 10% PCR buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP
(ABgene). The cycling conditions were: 5 min at 95°C; 40 cycles of 1 min at 95°C, 1 min

at 56°C, 1 min at 72°C, and a final incubation at 72°C for 10 min.
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Sequencing and phylogenetic analysis

Amplicons with a size of approximately 400 bp were purified and directly sequenced
using primer CV-R2. To confirm the sequences, each product was sequenced three times.
Samples were sequenced with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, UK) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (ABI, Foster City,
CA), according to manufacturer’s protocol. Sequence analyses were performed with the
BLASTX software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Nucleotide sequences were
aligned and compared to sequences of human, animal and sewage-associated members of
the Circoviridae available at GenBank database using ClustalX 2.0 (Larkin et al., 2007).
The alignments were optimized with BioEdit Sequence Alignment Editor Program
version 7.0.9 (Hall, 1999). The protocol to generate the phylogenetic trees was selected
with the program Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 2001). Phylogenetic trees were
constructed by the maximum likelihood method by the WAG model, gamma distributed
with invariant sites, complete deletion treatment for gaps and missing data, and nearest-
neighbor-interchange search heuristic method within MEGA5.05. The confidence of each
branch in the phylogeny was estimated with bootstrap values calculated from 1000
replicates. For the purpose of this work, the samples were named fur seal circovirus
(FSCV), fur seal cyclovirus (FSCyV) and fur seal feces-associated circovirus (FSfaCV)

followed by the last two digits of the sample number.
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Results

Molecular detection of viral DNA in fur seals feces

Amplicons with the expected size (about 400 bp) were obtained from 6 out of the 23
(26.08%) fecal samples (G1508, G1516, G1518, G1520, G1527 and G1546). These were
from South American fur seal specimens. None of the samples from the two subantarctic

fur seals resulted positive at PCR.

Molecular characterization and phylogenetic analyses

The nucleotide sequences corresponding to part of the rep gene were determined and
submitted to GenBank (accession numbers KF 712527 to KF 712532). BLAST X analysis
showed the sequences FSCyV-16, FSCyV-18 and FSCyV-27 were similar to rep
sequences of Cyclovirus genus members. These sequences presented approximately 42%
amino acid identity with the closest mammal ciclovirus sequence found in GenBank
(Cyclovirus-TN9) (Fig. 1). Amplicons from samples FSCV-20 and FSCV-46 clustered
with of Circovirus genus members. These sequences presented approximately 69% amino
acid identity with the closest mammal circovirus sequence found in GenBank
(SFbeef/lUSA/2010) (Fig. 1). The sequence obtained from the FSsaCV-08 amplicon was
distinct from the others and formed a separate branch in the analysis, apart from the
circoviruses and cycloviruses (Fig. 1). The alignment revealed that sequences from
samples FSCV-20 and FSCV-46, which aligned with Circovirus genus members, were
identical in its deduced amino acid sequences. Sequences from FSCyV-16, FSCyV-18
and FSCyV- 27 samples, which aligned with similar sequences of members of the genus

Cyclovirus, were also identical in its deduced amino acid sequences (data not shown).
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Discussion

As a higher number of humans inhabit coastal regions, a global “anxiety” is developing
about the health of aquatic ecosystems. This anxiety is particularly prominent in countries
like Brazil, where almost half the population inhabits coastal freshwater or marine
ecosystems (Brazilian Institute of Geography and Statistics, 2010). In this scenery the
concept of marine sentinel organisms, used to gain early warnings about current or
potential negative trends and impacts needs to be revisited.

Marine mammals like pinnipeds are probably one of the best sentinel organisms in aquatic
and coastal environments because they have long life spans, share the same environment
and can consume the same foods as humans (Reddy et al., 2001; Conrad et al., 2006).
Additionally, pinnipeds are part of a conspicuous and charismatic megafauna that elicit
strong human emotions and are thus more likely to be observed (Bossart, 1999). Thus,
investigation of novel possible viral agents present in these species may provide a better
understanding of terrestrial viral agents flow and the emergence of disease at the interface
among wildlife, domestic animals, and humans besides making humans more likely to
pay attention to ocean health issues.

In the present study, phylogenetic analysis supports the evidence that three new
circoviruses were identified in feces of South American fur seals.

The deduced amino acid sequences of FSCyV-16, FSCyV-18 and FSCyV-27 samples
were identical to each other and highly similar to equivalent sequences displayed by other
members of the Cyclovirus genus, known to cross-infect multiple animal species (Li et
al., 2010a; Li et al., 2011). The deduced amino acid sequences of amplicons FSCV-20
and FSCV-46 were also identical, although were more closely related with members of
the Circovirus genus. These findings not only indicate that circoviruses and cycloviruses

are circulating among South American fur seals, but also provide a baseline for the current
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enteric viral burden that can be compared to later virome surveys to detect alterations
associated with changes in their health or population size.

The most distinct of the sequences identified, FSfaCV-08, has a low degree of similarity
in its deduced amino acid sequence when compared to the other five rep gene amplicons
obtained. The phylogenetic analysis demonstrated that this sequence was as distinct from
the other two genera as fragments of rep sequences found in sewage samples and in fecal
matter from New Zealand fur seal (Arctocephalus forsteri) (Sikorski et al., 2013). This
result may indicate that FSfaCV may represent the sequence of a virus which might
belong to a different genus, with unknown capacity of infecting mammals, and probably
originated from the food that these animals have ingested. The description of new putative
circoviruses in pinnipeds is expected to be useful to improve our knowledge on the
biology of such viruses in marine hosts and their role in nature. However, the impact of

these findings in some animal populations remains to be examined in the future.
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Fig. 1 Phylogenetic tree constructed with the deduced amino acid sequences of the partial
rep gene sequence using the maximum likelihood method with bootstrap values
calculated from 1000 replicates. Sequences detected in this work are marked with the
simbol e. The origin of the sequences of Circoviridae members and accession numbers
are as follows: beefCV (cow muscle, HQ839724); porkCV (pig muscle, HQ738638);
PCVL1 (pig tissue, AY660574); PCV2 (pig tissue, AY424401); BFDV (parrot skin,
AF071878); GuCV (gull beak/feather,DQ845074); RaCV (raven feather/blood,

DQ146997); FiCV (finch beak/feather, DQ845075); CyV-TN9  (human feces,
GQ404906); CyV-Chimpl2 (chimp feces, GQ404850); CyV-PK5006 (human
feces,GQ404844);CyV-NGcow23 (cow muscle, GQ404981); CyV-NGsheep50

(sheep muscle, GQ404982); CyV-TN2 (human feces, GQ404904); SewCV-like (sewage,
GQ243671); FSfaCV (fur seal feces). The Geminivirus pepper golden mosaic virus
(U57457) was used as the outgroup.
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4.2. Molecular search for morbillivirus, calicivirus, adenovirus and coronaviruses in

fecal matter of fur seals (Arctocephalus spp.)
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Abstract

Since the last decade of the 20™" century there has been an explosion in recognition and
characterization of viruses in marine mammals. The present study aimed to have a glance
on possible viral infections of free ranging fur seals in the northern coastline of Rio
Grande do Sul, Brazil by searching for viruses of four families: Morbilliviridae,
Adenoviridae, Caliciviridae and Coronaviridae. Series of polymerase chain reactions
were used to search for genome fragments of members of such virus families in fecal
matter of twenty-one South American fur seals (Arctocephalus australis) and two
Subantarctic fur seals (Arctocephalus tropicalis). Adenoviruses were investigated in
search for fragments of the pol gene; morbilliviruses, for fragments of the P gene;
caliciviruses, for fragments of the hel gene; and coronaviruses for fragments of the 1b
gene. Adenovirus genomes were detected in two samples from South American fur seals.
These revealed a high degree of nucleotide identity with the same gene of human
adenovirus type C. The results suggest that the fur seal populations may be exposed to

environmental waters contaminated with human feces.

Keywords: PCR, virus, pinnipedia.
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Since the last decade of the 20" century there has been increase in recognition and
characterization of viruses in marine mammals. In part, this increase can be attributed to
heightened public concern with repeated morbillivirus epizootics in cetaceans and
pinnipeds throughout the waters of the world (Kennedy-Stoskopf, 2001). Initially,
success in studying marine mammal viruses was dependent on laboratories maintaining
primary pinniped and cetacean cell cultures for viral isolation. Advances in biotechnology
now allow the amplification of viral genomes from multiple biological samples
(Kennedy-Stoskopf, 2001).

Amongst marine mammals, nearshore predators such as pinnipeds deserve a better
attention regarding viral infections since they share the same environment and consume
some of the same foods as humans (Conrad et al., 2006). Initially, most of the viral
infections that have been previously reported in pinnipeds were associated with clearly
described clinical findings (Britt et al., 1979; Kennedy et al., 1988a). Some of viral
infections that have been most documented in pinnipeds include: adenoviruses (Britt et
al., 1979), caliciviruses (Smith et al., 1973), and morbilliviruses (Kennedy et al., 1988b).
Morbilliviruses are single stranded RNA viruses. They have caused several major
epizootics with high mortalities in pinnipeds since 1987 (Kennedy-Stoskopf, 2001).
Among the affected species are harbour seals (Phoca vitulina), grey seals (Halichoerus
grypus) Baikal seals (Phoca siberica) (Kennedy et al., 1988b; Osterhaus & Vedder, 1988;
Grachev et al., 1989).

Adenoviruses are double stranded DNA viruses that have been detected in livers of
stranded California sea lions (Zalophus californianus) with hepatitis (Britt et al., 1979;
Dierauf et al., 1981). Recently a novel adenovirus, otarine adenovirus 1 (OtAV1), has
been reported associated with viral hepatitis and endothelial cell infection (Goldstein et

al., 2011). In addition, an outbreak of fatal acute fulminant hepatitis caused by adenovirus



59

has been described in an aquarium in Japan affecting three different pinniped species
(Inoshima et al., 2013).

Caliciviruses are small positive stranded RNA viruses comprising the San Miguel Sea
Lion Virus (SMSLV), first isolated from California sea lions from San Miguel Island in
1972 (Smith et al., 1973). Since then, SMSLYV is one of the most commonly reported
viruses of marine mammals (Van Bonn et al., 2000). It causes vesicular lesions in the
mouth and on flippers of pinnipeds (Schaffer & Soergel, 1973; Smith et al., 1983) and
has been suggested as a cause of epizootic gastroenteritis of California sea lions (Schmitt
et al., 2009).

Coronaviruses are positive single stranded RNA viruses and have been associated with
acute necrotizing enteritis in three harbor seals. Although no virus was isolated,
microscopy and immunocytochemical findings were consistent with coronavirus
infections in other mammals (Bossart & Shwartz, 1990).

In Brazil, although there are no breeding colonies of any species of pinnipeds, many
individuals arrive at Rio Grande do Sul coast of between autumn and spring, during their
post-reproductive migration (Pinedo, 1990; Simdes-Lopes & Ott, 1995; Oliveira et al.,
2006). In view of the previously recognized importance of those viruses, the present study
aimed to search for genome fragments of morbilliviruses, adenoviruses, caliciviruses and
coronaviruses in fecal matter of two common species of fur seals.

During the months of June and July 2012, twenty one South American fur seals
(Arctocephalus australis) and two subantarctic fur seals (Arctocephalus tropicalis) were
found recently dead in a coastal area of approximately 300 km comprised between the
cities of Torres (coordinates: 29°20'31"S, 49°43'47"W) and Mostardas (coordinates:
31°6"25"S, 50°55'15"W), Rio Grande do Sul state, Southern Brazil. These animals were

submitted to necropsy, when fecal samples were collected directly from the intestine, kept
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on ice and sent to the laboratory, where were stored at -80 °C. The samples were then
thawed and approximately 5 g of fecal material resuspended in 10 mL of Hank’s balanced
salt solution (HBSS). The slurry was removed by pelleting at 10.000 x g for 10 min in a
microcentrifuge. The supernatants were sequentially transferred to fresh tubes and
submitted to DNA extraction.

Total fecal DNA was extracted from 400 pL of the supernatants (above) with buffered
phenol (Invitrogen™). Total fecal RNA was extracted from 100 pL of the filtrates (above)
with TRIzol (Invitrogen™). The extracted RNA was eluted in 50 puL of RNase-free and
the extracted DNA was eluted in 50 pL of TE (Tris-hydrochloride buffer, pH 8.0,
containing 1.0 mM EDTA) treated with RNase. Both RNA and DNA were stored at -80
°C. The DNA obtained was then screened for the presence of adenoviruses. Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and random
hexamers were used in 20 pL reactions to generate cONAs from 10 uL of extracted RNA
suspension, according to the manufacturer’s instructions. The cDNAs were then screened
for the presence of morbilliviruses, caliciviruses and coronaviruses.

For adenovirus genomes screening, a segment of 261 bp corresponding to a portion of the
viral DNA polymerase (pol) gene was amplified with nested PCR (Li et al., 2010). For
the first reaction, the 25 pL reaction mix contained 2 pL of extracted DNA, 2.5 uL PCR
buffer, 20 pmol each primer (pol-F [5’-CAGCCKCKGTTRTGYAGGGT-3’] and pol-R
[5’-GCHACCATYAGCTCCAACTC-3’]), 0.2 mM dNTP, and 0.5 U Taq DNA
polymerase (Promega™). The cycling conditions were: 5 min at 94 °C, 30 cycles of 30
sec at 94 °C, 30 sec at 48 °C, 30 sec at 72 °C and final extension of 10 min at 72 °C. For
the second reaction, 1 pL of first reaction amplicon was used as a template and amplified

with forward primer pol-nF (5’-GGGCTCRTTRGTCCAGCA-3’) and reverse primer
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pol-nR (5’-TAYGACATCTGYGGCATGTA-3") with the same cycling parameters as
the first round.

The PCR used to detect morbillivirus targeted a segment of 400 bp of the viral
phosphoprotein  (P) gene (Barret et al., 1993). Primers were: pho-F (5°-
ATGTTTATGATCACAGCGGT-3’) and pho-R (5’ATTGGGTTGCACCACTTGTC-
3”). The 25 pL reaction mix contained 20 to 50 ng of DNA, 1 mM MgCI2 (Invitrogen™),
0.2 uM of each primer (IDT), 1.5 U Tag DNA polymerase (Invitrogen™), 10% PCR
buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP (ABgene). The cycling conditions were: initial
incubation step of 5 min at 95 °C, 35 cycles of 45 sec at 94 °C, 45 sec at 49 °C, 45 sec at
72 °C and final extension step of 5 min at 72 °C.

The PCR to detect calicivirus genomes, was performed essentially as described by Neill
et al. (1995), targeted a fragment of 350 bp of the viral helicase (hel) gene. Primers were
hel-1 (5’-GTCCCAGTATTCGGATTTGTCTGCC-37) and hel-2 (5-
AGCGGGTAGTTCAGTCAAGTTCACC-3). The 25 pL reaction mix contained 20 to
50 ng of DNA, 1 mM of MgCI2 (Invitrogen™), 0.2 uM of each primer (IDT), 1.5 U Taq
DNA polymerase (Invitrogen™), 10% PCR buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP
(ABgene). The cycling conditions were: 5 min at 95 °C, 35 cycles of 45 sec at 94 °C, 45
sec at 59 °C, 45 sec at 72 °C and final extension step of 5 min at 72 °C.

The PCR for screening the presence of coronaviruses was carried out with primers
targeting a segment of 450 bp of the RNA-dependent RNA polymerase (1b) gene
(forward: 5’-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA-3’ and reverse: 5’-
CCATCATCAGATAGAATCATCATA-3’) (Kan et al., 2005). The 25 pL reaction mix
contained 1 mM of MgCl; (Invitrogen™), 0.2 uM of each primer (IDT), 1.5 U Tag DNA

polymerase (Invitrogen™), 10% PCR buffer (Invitrogen™) and 0.6 mM dNTP
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(ABgene). The cycling conditions were: 5 min at 94 °C, 35 cycles of 1 min at 94 °C, 1
min at 49 °C and 1 min at 72 °C, and final extension of 5 min at 72 °C.

All amplicons were electrophoresed in 1.5% agarose gels and visualized on UV light after
staining with ethidium bromide. Standard precautions were taken to avoid PCR
contamination; blank controls without template were included in every set of five assays.
The amplicons were cloned into pPCR®2.1-TOPO® cloning kit (Invitrogen™) before
being submitted to nucleic acid sequencing.

Samples were sequenced with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems) in an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (ABI, Foster City, CA),
according to manufacturer’s protocol. Sequence analyses were performed with BLAST
software (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). Nucleotide sequences were aligned and
compared to human and animal virus sequences available in GenBank database using
Clustal 2.0 (Larkin et al., 2007).

Amplicons whose nucleotide sequences were suggestive of adenovirus genomes were
identified in 2 out of the 23 samples examined (samples G1517 and G1526). Both samples
were obtained from South American fur seal specimens. These two sequences were
closely related to the pol gene of human adenovirus C (HAV-C) showing high nucleotide
similarity with the HAV-C strain (accession number KF429754) (Table. 1).

None of the samples gave rise to amplicons suggestive of morbillivirus, calicivirus or
coronavirus genomes. Since all PCR techniques presented a sensibility 102-103 molecules
per reaction, the possibility of these viruses are present in the analyzed samples are rare.
Recent studies have suggested human adenoviruses as a better water pollution indicator
then coliform bacteria (Connell et al., 2012). The results suggest that the fur seal
populations may be exposed to undiagnosed environmental waters contaminated with

human feces.
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Table 1: Comparison between part of the sequences of adenovirus pol gene (261 nt)
identified in samples G1526 and G1517, and human adenovirus type C (HAdV-C).

sequences HAdV-C G1526 G1517

HAdV-C ID 0,994 0,954
G1526 0,994 ID 0,948
G1517 0,954 0,948 ID

* Nucleotide sequence identity matrix.

68
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5. DISCUSSAO GERAL

Apesar de o litoral rio-grandense ser frequentado anualmente por diversas
espécies de pinipedes, até presente momento nenhum estudo havia sido realizado sobre
0s virus que podem infectar ou circular nessas populagdes.

No presente estudo foi possivel obter um panorama parcial a respeito da presenca
de genomas de alguns virus que poderiam infectar ou circular em pinipedes. Com relagéo
aos circovirus, um grande numero de novos pequenos virus de DNA circular tem sido
identificado e caracterizado a partir de fezes de vérias espécies de vertebrados nos Ultimos
cinco anos inclusive de pinipedes (Sikorski et al., 2013). Em sua maioria, estes novos
virus  séo extremamente diversos e  tem uma  variedade de
arquiteturas genémicas (Rosario et al., 2012), e em alguns casos ndo foi
possivel classifica-los em taxons apropriados (Sikorski et al., 2013).

Os circovirus identificados nas amostras de lobos marinhos sul-americanos
apresentaram uma diversidade grande, visto que foram classificados em dois géneros:
Circovirus e Cyclovirus, e ainda um desses virus ndo pode ser classificado em nenhum
género ja proposto. Devido a semelhangas com outros exemplares do mesmo género
capazes de infectar mamiferos, tais observages indicam que os circovirus e cyclovirus
identificados podem estar tanto infectando como circulando nesses animais. No entanto,
0 virus que ndo pode ser classificado possivelmente seja oriundo de alimentagdo desses
animais.

Outro achado importante deste estudo foi deteccdo de segmentos gendmicos de
provaveis adenovirus em duas amostras de lobos marinhos sul-americanos. Tais
segmentos apreentaram alto grau de similaridade (cerca de 99% de identidade de

nucleotideos) com adenovirus humano tipo C. Uma vez que os adenovirus humanos sao



70

importantes contaminantes de efluentes, por serem excretados em grandes quantidades
nas fezes e urina de individuos contaminados, serem resistentes e permanecerem viaveis
por longo periodo em ambientes aquaticos como rios e mares, é bastante provavel que
tais virus sejam oriundos das aguas em que esses animais vivem (Schwartzbrod, 1995;
Pusch et al., 2005; Muscillo et al., 2008). Além disso, estudos recentes sugerem que virus
como os adenovirus possam ser melhores e mais sensiveis indicadores de poluicdo
ambiental em aguas costeiras do que coliformes (Connell et al., 2012). Sendo assim,
presenca desses virus em pinipedes pode sugerir niveis mais altos que o esperado de
contaminacgdo das aguas que esses animais habitam por fezes humanas.

Portanto, tais achados indicam que os lobos marinhos do litoral do Rio Grande do
Sul, estdo suscetiveis a diferentes agentes virais inclusive oriundos de esgoto humano.
Novos estudos a respeito do impacto desses virus nessas populagdes e de viromas em
fezes desses animais merecem ser desenvolvidos com vistas ndo s6 da preservagdo dessas
espécies, mas também para monitorar possiveis viroses emergentes em humanos expostos

as mesmas fontes de contaminacéo.
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6. CONCLUSOES

Os trabalhos aqui desenvolvidos levaram as seguintes conclusdes:

A) Pela primeira vez foram identificados fragmentos de genes de provaveis membros
da familia Circoviridae em amostras de fezes de lobos marinhos sul-americanos
(Arctocephalus australis).

B) Estes virus foram detectados em seis de vinte e trés amostras analisadas de animais
das espécie A. australis. De acordo com a analise do fragmento da regido do gene rep,
foram agrupados em trés grupos distintos.

C) Foram identificados fragmentos de genes sugestivos da presenca de membros
tanto do género Cyclovirus quanto do género Circovirus nestas espécies.

D) Um terceiro perfil de fragmento genémico identificado apresentou-se distinto dos
demais e provavelmente representa outro grupo ou género dentro da familia Circoviridae,
ainda nao definido.

E) Na espécie A. australis foi detectado um fragmento de gene sugestivo de
adenovirus humanos do tipo C. Este fato pode ser indicador de possivel contaminacéo
ambiental por esse virus nos locais onde esses animais frequentam, tendo em vista que

AdCs séo frequentes em fezes humanas.
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