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Resumo

SAMPIETRO, Leonardo Jaques. Monitoria da ocorrência de vírus em morcegos na região meio oeste do estado de Santa Catarina, Brasil . 2024. 42f. Dissertação

(Mestrado em Produção e Sanidade Animal) - Curso de Pós-Graduação em Produção e Sanidade Animal, Pró-reitora de Pesquisa, Pós-Graduação e Inovação,

Instituto Federal Catarinense, Concórdia, 2024. 

Morcegos são reconhecidos como reservatórios para inúmeros vírus, alguns dos quais com potencial pandêmico. O estudo buscou identificar a presença de

agentes virais em morcegos capturados em abrigos naturais e artificiais. Entre setembro de 2022 setembro de 2023, foram coletadas amostras de conteúdo oral

e retal de 31 animais capturados em nove municípios do meio oeste de Santa Catarina. A extração do RNA foi realizada utilizando kit comercial QIAmp Viral RNA

Mini kit, através de reações em cadeia da polimerase (PCR). Para a detecção de coronavírus (CoV) foram amplificadas regiões do gene da RNA polimerase

dependente (RdRp). Os DNAs complementares (cDNAs) foram sintetizados utilizando kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher

Scientific). As reações em cadeia da polimerase (PCRs) foram realizadas utilizando protocolos descritos em literatura. Protocolos com Hemi-nested PCR (hn-PCR)

foram utilizados para  a  detecção de hendra,  respirovírus,  morbilivírus,  com ampliação de regiões do gene RdRp.  Para  detecção de lissavírus,  utilizou-se

protocolo que amplifica um fragmento gene N. Da mesma forma um protocolo hn-PCR foi empregado para a detecção do vírus da raiva (RABV). Protocolo para

rotavirus (RV) que amplifica fragmentos da proteína viral (VP6). Para vírus da influenza A a detecção foi realizada visando o gene PB1 e o gene da matrix (gene

M). Para as detecções visando o gene M, foi empregada a técnica de reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa em tempo real (RT-qPCR). Um

protocolo nested-PCR para a detecção de Adenovírus foi utilizado com amplificação da sequência parcial do gene DNA polimerase. O sequenciamento genético

foi realizado utilizando a plataforma NextSeq. Dentre os exemplares das famílias  Phyllostomidae e  Molossidae  capturados, em uma amostra de suabe retal

colhida no município de Arabutã, em animal da espécie Molossus molossus, identificou-se a presença de Coronavírus MERS-like, e uma amostra coletada no

município de Irani, da espécie Desmodus rotundus apresentou resultado positivo para adenovírus. Conclui-se que há circulação de coronavírus e adenovírus em

população de morcegos na região meio oeste do estado. Dessa forma, o estudo contribui para esclarecer o papel desses animais na disseminação de agentes

patogênicos, além de ter relevante contribuição para outros estudos que buscam compreender o comportamento de agentes virais nessa população animal.

Palavras-chave: 

coronavírus; morcego; MERS; adenovírus; sequenciamento genético; suabe oral, suabe retal



Abstract

SAMPIETRO, Leonardo Jaques.  Monitoring the occurrence of viruses in bats in the mid-west region of Santa Catarina state, Brazil .  2024. 42f. Dissertação

(Mestrado em Produção e Sanidade Animal) - Curso de Pós-Graduação em Produção e Sanidade Animal, Pró-reitora de Pesquisa, Pós-Graduação e Inovação,

Instituto Federal Catarinense, Concórdia, 2024. 

Bats are recognized as reservoirs for numerous viruses, some of which have pandemic potential. The study aims to identify the presence

of viral agents in bats captured in natural and artificial shelters. Between September 2022 and September 2023, oral and rectal content

samples were collected from 31 bats captured in nine municipalities in the Midwest of Santa Catarina. RNA extraction was carried out

using the commercial QIAmp Viral RNA Mini kit, using polymerase chain reactions (PCR). For the detection of coronavirus (CoV), regions

of the dependent RNA polymerase gene (RdRp) were amplified. Complementary DNAs (cDNAs) were synthesized using a commercial

High-Capacity  cDNA  Reverse  Transcription  kit  (Thermo  Fisher  Scientific).  Polymerase  chain  reactions  (PCRs)  were  performed  using

protocols described in the literature. Protocols with Hemi-nested PCR (hn-PCR) were used for the detection of hendra, respiroviruses,

morbilliviruses, with amplification of regions of the RdRp gene. To detect lyssaviruses, a protocol was used that amplifies an N gene

fragment. Likewise, an hn-PCR protocol was used to detect the rabies virus (RABV). Protocol for rotavirus (RV) that amplifies fragments of

the viral protein (VP6). For influenza A viruses, detection was carried out targeting the PB1 gene and the matrix gene (M gene). For

detections targeting the M gene, the real-time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) technique was used. A nested-

PCR protocol for the detection of Adenovirus was used with amplification of the partial sequence of the DNA polymerase gene.    Genetic

sequencing was performed using the NextSeq platform. Among the specimens of the Phyllostomidae and Molossidae families captured,

in a rectal swab sample collected in the municipality of Arabutã, from a bat of the species Molossus molossus, the presence of MERS-like

Coronavirus was identified, and a sample collected in the municipality of Irani, from species  Desmodus rotundus tested positive for

adenovirus. It is concluded that there is viral circulation in bats captured in the mid-west region of the state. In this way, the study

contributes to clarifying the role of these animals in the dissemination of pathogenic agents, in addition to making a relevant contribution

to other studies that seek to understand the behavior of viral agents in this animal population.

Keywords: coronavirus; bat; MERS; adenovirus; genetic sequencing; swab oral, swab rectal
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

 O conceito mundial de saúde única - “One Health” descreve a importância de considerar o equilíbrio entre meio ambiente, animais e

humanos  como a  forma  mais  eficaz  para  prevenir  e  mitigar  a  ocorrência  de  doenças  (BONI  et  al.,  2020).  Eventos  que promovam  alterações

socioeconômicas e ambientais em um ecossistema, são capazes de aproximar os seres humanos dos agentes zoonóticos emergentes (BERGNER et al.,

2021).

 Os morcegos representam o segundo grupo de mamíferos mais abundante depois dos roedores, constituindo cerca de 20% de todas as

espécies de mamíferos. Com mais de 1.300 espécies conhecidas, alguns deles podem viver até 40 anos. São os únicos mamíferos capazes de voar, o

que  contribui  para  a  disseminação da  sua  população.  Pertencem  a  uma ordem  muito  diversificada  e  geograficamente  difundida  (Chiroptera),

representando mais de 20% de todas as espécies de mamíferos. Devido à sua capacidade de voo e ampla gama de hábitos alimentares como por

exemplo,  frugivoro,  nectarivoro,  insetivoro,  carnivoro,  sanguívoro),  fornecem  serviços  ecossistêmicos  importantes  que  incluem  dispersão  de

sementes, polinização e predação de insetos (NEELY et al., 2021).

Os  morcegos são  considerados importantes reservatórios  de patógenos  devido  à alta  diversidade e  características  ecológicas,  que

facilitam a manutenção e a transmissão dos vírus (AHN M. et al., 2019). Seu sistema imunológico peculiar permite que abriguem uma variedade de

vírus. Isso se deve à capacidade dos morcegos de controlar a inflamação, uma vez que, ao contrário de outros animais, os morcegos não reagem à

infecção com a resposta inflamatória usual que muitas vezes leva a danos no organismo (AHN et al., 2013). . Possuem alta longevidade em relação ao

seu tamanho, baixas taxas tumorigênicas, alto metabolismo e interação social, que lhe conferem a capacidade de hospedar agentes patogênicos

variados. Entre as características específicas desses animais, está sua capacidade de resposta inflamatória frente a agentes patogênicos (LIU Z. et al.,

2024). 

A inflamação, que é mediada principalmente pelas proteínas NLR’s, é consideravelmente reduzida nos morcegos em comparação aos

camundongos e humanos. Isso ocorre devido a adaptações específicas nos morcegos, como a redução do priming transcricional, uma etapa crucial no

processo de produção do inflamossoma. O NLRP3 (um receptor da família NOD-like contendo domínio pirina 3), e a presença de variantes do NLRP3

tornam as proteínas menos ativas nos morcegos do que em outras espécies. Portanto, em vez de possuírem uma resposta inflamatória mais eficaz

contra infecções, os morcegos apresentam uma tolerância muito maior (ALVES et al., 2021).  Essa modulação da resposta inflamatória permite que

sobrevivam e se tornem excelentes reservatórios virais. 

Os inflamossomas são proteínas que possuem papel central na resposta inflamatória. São ativados por meio da agregação de diferentes

proteínas citoplasmáticas, como a proteína relacionada a apoptose. Estes agregados, que recebem o nome de specks (ASC), promovem a ativação da
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enzima caspase-1 que, por sua vez leva à produção da citocina interleucina-1 beta (IL-1), um importante componente da inflamação. AHN M. et al.,

2023, identificou altos níveis de ASC2 nas células imunes de morcegos de diferentes espécies, bem como a sua alta capacidade como moduladores

negativos de resposta inflamatória.

1.1  MORCEGOS E A REPLICAÇÃO VIRAL

O processo de infecção viral tem início com a ligação das partículas virais aos receptores presentes na superfície das células. Portanto, o

reconhecimento desses receptores é um fator determinante no tropismo viral, ou seja, na preferência por determinadas células e tecidos  (AZHAR, E.

I. et al., 2014). A proteína spike do coronavírus (S) é o principal determinante do tropismo viral e é responsável pela ligação do receptor e fusão da

membrana (POLTRONIERI, P. et al., 2015).

Com o aumento dos relatos de casos de COVID-19 associados ao Mercado Huanan, surgiu a suspeita de que uma fonte animal estivesse

presente nesse local. Em estudo retroativo comparando material SARS-CoV (2002 e 2003) colhidos de diferentes hospedeiros e, e amostras colhidas

durante o surto de coronavírus em Wuhan, até então identificado como 2019n-CoV, descreve que ambos utilizam ACE2 como receptores de entrada

nos hospedeiros, e apresentam mesmo domínio de ligação ao receptor (RBD) (WANG, Y. Et al., 2020). 

Após o surgimento da COVID-19, pesquisadores chIneses identificaram que o SARS-CoV-2 também depende dos receptores da ACE2 para

penetrar nas células. A função principal da ACE2 e facilitar a conversão da angiotensina, responsável por regular a contração dos vasos sanguíneos e a

pressão arterial. Os receptores da ACE2 são proteínas de membrana tipo I, e estão presentes no pulmão, coração, rim e intestino  (WANG, L.  Et al.,

2014). O SARS-CoV-2 pode entrar na célula hospedeira por meio de endossomos ou por fusão com a membrana celular. Em ambos os casos, a

proteína S do vírus é responsável por se ligar à membrana da célula hospedeira por meio dos receptores ACE2. No primeiro cenário, quando os vírus

são endocitados, a catepsina L ativa a proteína S dentro desses compartimentos; enquanto na fusão com a membrana, a proteína S é ativada por

proteases celulares próximas ao receptor ACE2. A entrada por fusão com a membrana celular tem menos probabilidade de desencadear uma resposta

imunológica antiviral por parte das células hospedeiras, desta forma, tornando-a mais eficaz para a replicação viral (PIROLLI, D. et al., 2021).

Foi demostrado a evolução do número de CoVs e o aumento de locais de clivagem da furina nos últimos 60 anos, fatores que contribuem

para acelerar a ocorrência de mutações virais e para o aumento da capacidade de fusão viral nas células hospedeiras (LIU, X. et al., 2021). 

1.2 MORCEGOS E AGENTES VIRAIS

Os morcegos carregam mais vírus zoonóticos do que a maioria das outras ordens de mamíferos e são os hospedeiros

reservatórios confirmados para o vírus Hendra, vírus Nipah, vírus Marburg, uma série de lissavírus (por exemplo, vírus da raiva) e

coronavírus do tipo SARS (WILKINSON, G. S. et al., 2002).
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Históricamente,  o  gênero  lissavírus é  mais  comumente  atrelado  a  morcegos  por  ser  o  causador  da  raiva.  Pertence  a  família

Rhabdoviridae, e causam encefalites fatais em quase todos os continentes (WARREL, M. J. et al., 2004). Seu gemoma apresenta comprimento variado,

é composto por fita simples de RNA, sentido negativo, que codifica cinco proteínas virais: a proteína do nícleocapsídeo (N), a fosfoproteína (P), a

proteína da matriz (M), a glicoproteína (G) e a proteína RNA pilimerase dependente de RNA (L) (BANYARD, A. C.  Et al., 2018). O gênero  lissavírus

compreende em 15 filogrupos distintos, cada um com características específicas quanto a espécies preferenciais de vetores envolvidas e localização

geográfica. DEUBELBEISS, A., 2014 relata a crescente variação dentro do gênero lissavirus encontrado na natureza, e descreve  testes moleculares

como alternativa complementar confiáveis e rápidas para o diagnóstico da raiva e outros vírus pertencentes ao mesmo gênero.

O gênero Reovidae também tem origem zoonótica, principalmente envolvendo morcegos. Os reovírus apresentam distribuíção mundial,

e são isolados em várias espécies animais (DESPRÉS, G. D. et al., 2023). Os rotavírus (Rvs) são considerados zoonóticos e estão comumente associados

a doenças entéricas em aves e mamíferos, incluíndo humanos (LIU, Z. Et al., 2024). Os Rvs possuem RNA fita dupla, não envelopado e genoma de 11

segmentos. A sequencia de aminoácidos VP6 determina a espécie a que pertence (VPs A-D e Vps F-J) (TIAN, J., et al. 2022).

A família Paramyxoviridae contém grande número de vírus com uma gama de hospedeiros variada. Sua principal via de transmissão é a

respiratória. São classificados em quatro gêneros: Morbillivirus, Rubulavirus, Respirovirus e Henipavirus, cada um contendo vírus isolados em humanos

e animais (THIBAULT, P. A. et al., 2017). São vírus envelopados, de fita negativa, não segmentado, com seis quadros de leitura abertos (ORFs), que

codificam os genes estruturais: nucleocapsídeo (N), polimerase (L), fosfoproteína (P), matriz (M), fusão (F) e fixação (G, H, HN) (RIMA, B. et al., 2019).

Os vírus pertencentes a família  Orthomixoviridae apresentam genoma de RNA fita-simples,  segmentado e  de sentido negativo.  Os

gêneros  englobados  nesta  família  demonstram  diferenças  quanto  a  gama  de  hospedeiros  e  patogenicidade,  sugerindo  que  tenham  divergido

evolutivamente com o passar do tempo (TAUBENBERGER, J.K. et al., 2010). MEHLE, A., 2014  identificou duas novas linhagens vírus da Influenza A em

morcegos da família  phyllostomidae,  Sturnira lilium, na  Guatemala e  Artibeus jamaicensis planiristris,  no Peru.  Até a identificação dos vírus em

morcegos, 16 hemaglutininas (HA) e 9 neuraminidases (NA) foram identificadas, circulando principalmente em reservatórios aviários.

                     O coronavírus (Coronaviridae: Orthocoronavirinae), desde 2002, quando associado a síndrome respiratória aguda grave (SARS), e em 2012,

associado à Síndrome respiratória do Oriente Médio (MERS), tornou-se uma ameaça pandêmica em potencial. Os coronavírus foram inicialmente

identificados em 1966, enquanto estudavam amostras virais de pacientes com resfriados comuns (TYRRELL et al., 1966). Pertencem a uma categoria

de vírus de grande porte e com envoltório, caracterizados por sua forma esférica, variando de 100 a 160 nm de diâmetro.  Sob o microscópio

eletrônico, são observados como círculos adornados com espículas projetando-se de sua superfície, dando-lhes uma aparência semelhante a uma

coroa solar ("corona" em latim significa coroa), (LI, F., 2015). Podem ser encontrados quatro gêneros: Alphacoronavirus (α-CoV), Betacoronavirus (β-

CoV), Deltacoronavirus (Δ-CoV) e Gammacoronavirus (ɣ-CoV). Os vírus Delta e Gama tendem a infectar principalmente aves, enquanto os gêneros Alfa

e Beta abrangem patógenos animais e humanos (COHEN et al., 2023). 
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São vírus envelopados, sendo o genoma composto por uma fita de RNA contínua de polaridade positiva, com variação de 27 e 32.000

nucleotídeos.  A identificação do coronavírus pode ocorrer através de amostras cutâneas, orais e fezes submetidas à análise de material genético

utilizando técnicas moleculares (BERNER, L. M. et al., 2021). Em 2013, estudando morcegos das espécies Molossus molossus e Tadarida brasiliensis em

abrigo artificial em área urbana, foi realizada a primeira de detecção de CoV em fezes de morcegos insetívoros presumivelmente saudáveis no Brasil .

(LIMA, F.E.S. et al., 2013). O genoma dos coronavírus contém uma única fita de RNA com polaridade positiva e varia em tamanho de 26 kb a 32 kb.

Esses vírus possuem quatro proteínas estruturais fundamentais denominadas proteínas S (spike), E (envelope), M (membrana) e N (nucleocapsídeo)

(LIMA et al., 2020).

Embora o genoma de uma cepa de SARS-CoV derivada de um morcego da espécie  Rhinolophus affinis  ( RaTG13) seja 96% idêntico ao

genoma do SARS-CoV-2, sua proteína S apresenta diferenças no domínio de ligação ao receptor (RBD), o que sugere que ela não se liga eficientemente

aos  receptores  da  enzima  conversora  de  angiotensinogênio  (ACE2)  de  humanos,  indicando  a  possível  presença  de  um  hospedeiro  ainda  não

identificado (JAIMES, J.A. et al., 2020). 

Assim como no surgimento do MERS-CoV, em 2012, que infectou 2.500 pessoas na península arábica, após ser transmitido de camelos

para humano (DUDAS et al., 2018), quanto no surto do EBOLA (variante Makona), ocorrido no oeste da áfrica no ano de 2014, no qual foram afetadas

28.646 pessoas, com 11.323 mortes (HOLMES et al., 2016), e em 2002, no surgimento do SARS-CoV, na China, acredita-se que os morcegos tenham

sido os reservatórios primários para esses vírus (LI W. et al., 2005). 

No início de 2020, um novo coronavírus, o SARS-CoV-2, foi identificado como o agente causador de um surto de pneumonia em Wuhan,

China, que eventualmente se transformou em uma pandemia global. Uma combinação de sequenciamento retrospectivo do genoma e amostragem

contínua identificou então coronavírus relacionados ao SARS-CoV-2 na vida selvagem. Estes incluíam o vírus do morcego Rhinolophus affinis – RaTG13

(RAMOS, A. et al., 2021).

Em estudo realizado em 2020, envolvendo a análise de quatro morcegos da espécie R.cornutus capturados em uma caverna na província

de Iwate, Japão, com extração de RNA de suas fezes frescas, os autores utilizaram PCR em tempo real (rRT-PCR) para detectar parcialmente o gene

rdrp do sarbecovírus em duas amostras, utilizando primers específicos para o beta coronavírus. Realizou-se o sequenciamento do RNA e determinou-

se a sequência completa do genoma de uma amostra, Rc-o319. Uma análise do genoma completo de Rc-o319 por meio do BLAST mostrou uma alta

homologia de nucleotídeos com a cepa SARS-CoV-2 HKG/HKU-904a/2020, com alinhamento de 96% e identidade de sequência de 81,47%. A análise

de máxima verossimilhança com sarbecovírus posicionou o genoma completo e o gene da proteína spike (s) de Rc-o319 dentro de um clado que inclui

o SARS-CoV-2. As sequências de aminoácidos da ORF1ab e S de Rc-o319 também foram posicionadas dentro desse clado. A ausência de recombinação

em Rc-0319 foi suportada pela análise de similaridade entre as árvores filogenéticas de orf1ab e s. As sequências de nucleotídeos e aminoácidos de

Rc-o319 mostraram maior homologia com vírus pertencentes ao clado SARS-CoV-2 do que ao clado SARS-CoV, sugerindo uma relação genética entre

Rc-o319 e o SARS-CoV-2 (MURAKAMI, S. et al., 2020).
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ZHOU et al. (2021), entre maio de 2019 e novembro de 2020,  coletaram diversas amostras biológicas de morcegos em um jardim

botânico tropical e áreas vizinhas na província de Yunnan, sul da China. Essas amostras incluíram 283 amostras fecais, 109 suabes orais e 19 amostras

de urina, com a maioria proveniente de morcegos-ferradura, como  Rhinolophus malayanus,  Rhinolophus stheno,  Rhinolophus sinicus, Rhinolophus

siamensis, Rhinolophus pusillus, além de outros Rhinolophus sp. e Hipposideros larvatus. As amostras foram agrupadas em 100 bibliotecas, cada uma

contendo de 1 a 11 amostras, e foram submetidas a sequenciamento metatranscriptômico para identificação de coronavírus. Foram identificadas 26

sequências longas de dna para genoma de coronavírus, incluindo 9 sarbecovírus e 17 alfa coronavírus. 

Durante um estudo de vigilância de cinco anos (2006 a 2010) sobre coronavírus de morcegos (CoV) no Quênia, TAO E TONG (2019),

identificaram 5 beta  coronavírus de morcegos  Rinolophus spp,  através da técnica  de PAN-CoV-PCR (RT-PCR),  em amostras fecais  de morcegos

Chaerephon spp e  Rhinolophus spp. As amostras de beta coronavírus apresentaram identidade de nucleotídeos superior a 98% entre si e foram

agrupados com outros CoVs conhecidos, relacionados ao SARS de morcegos Rinolophus spp. na China e na Europa, evidenciando a diversidade e o

alcance geográfico dos CoVs em morcegos Rinolophus.

DELAUNE et al., (2021), em estudo realizado no Camboja, analisou 430 amostras arquivadas de seis famílias de morcegos e duas famílias

de mamíferos carnívoros, incluindo suabes orais e retais. Destas, 3,72% das amostras de suabes retais testaram positivo para coronavírus, com 11

amostras  identificadas  como  alfa  coronavírus  e  cinco  como  betaCoV.  Duas  dessas  amostras  betaCoV  testaram  positivo  para  o  gene  rdrp  de

sarbecovírus, ambas provenientes de suabes retais de morcegos-ferradura coletados em 2010. Análises filogenéticas dessas amostras revelaram uma

estreita relação com o SARS-CoV-2, com 92,6% de identidade nucleotídica em todo o genoma. A similaridade genética foi observada em várias regiões

do genoma, sugerindo uma linhagem de vírus intimamente relacionada ao SARS-CoV-2. 

SCHLOTTAU et al. (2020) inocularam intranasalmente com SARS-CoV-2 nove morcegos frugívoros, furões, suínos e 17 galinhas. Além

disso, animais de contato direto foram incluídos para avaliar a transmissão viral após 24 horas da inoculação. Os resultados revelaram que suínos e

galinhas não foram suscetíveis ao vírus, enquanto morcegos frugívoros apresentaram infecção transitória, principalmente associada à cavidade nasal.

Furões, por sua vez, demonstraram replicação viral eficiente, com transmissão para animais de contato direto. Esses resultados sugerem que os furões

podem servir como modelo para estudos adicionais, como testes de vacinas e antivirais, enquanto os morcegos frugívoros exibem características de

um potencial reservatório do vírus.

WACHARAPLUESADEE et  al.  (2021),  em uma colônia  de cerca  de 300  morcegos  da espécie  Rhinolophus  acuminatus,  detectaram a

presença de coronavírus denominado RacCS203, relacionado ao SARS-CoV2 (SC2r-CoV) em 13 dos 100 suabes retais coletados. A sequência e análise

do genoma completo de uma das  amostras  (RacCS203)  revelou  que o  mesmo  possui  diferenças significativas em relação a amostra  RmYN02,

indicando ser um novo coronavírus de morcego. 

LI  et  al.  (2022), durante  um período de 12  anos,  coletaram 389 suabes retais  de  morcegos  R.  sinicus,  177  de  R.  affinis  e 11  de

Hipposideros pomona em cavernas da China. Essas amostras foram submetidas a teste molecular por RT-PCR, resultando em 22 amostras de R. sinicus
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e em 6 de R. affinis positivas para beta coronavírus. O sequenciamento dos amplicons revelou que essas amostras eram coronavírus relacionados ao

SARS (SARSr-CoVs). A metagenômica viral revelou a presença de um novo SARSr-CoV em uma das amostras. A análise evolutiva mostrou eventos

potenciais de recombinação entre diferentes cepas de SARSr-CoVs, indicando uma alta capacidade de mutação e recombinação desses vírus. Além

disso, foi observada a coexistência de R. sinicus e R. affinis nas mesmas cavernas, aumentando o risco de transmissão entre espécies de SARSr-CoVs.

Esses achados destacam a complexidade e a dinâmica da evolução e transmissão desses vírus entre populações de morcegos.

Dessa forma, pode-se verificar que os coronavírus estão em constante evolução genética, e o monitoramento destes vírus em população

de quirópteros tem um papel relevante no esclarecimento da epidemiologia e predição de novas doenças que possam surgir. Neste sentido, o estudo

a seguir contribui para identificar agentes virais presentes em populações de animais pouco estudadas, descrevendo a detecção de uma cepa de

coronavírus isolada em amostras de morcegos que habitam a região do Oeste Catarinense. 

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Detectar a presença de agentes virais, em morcegos capturados na região meio oeste do estado de Santa Catarina.

2.2 Específicos

● Verificar  a  circulação de  agentes  virais  em  morcegos  através  da  análise  de amostras  de suabes  retais  e  orais  utilizando  técnicas

moleculares;

● Classificar os vírus circulantes utilizando técnicas moleculares e sequenciamento genômico.
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3 MONITORIA DA OCORRÊNCIA DE VÍRUS EM MORCEGOS NA REGIÃO MEIO OESTE DO ESTADO DE SANTA CATARINA,

BRASIL

SAMPIETRO,L.J.¹, GOMES,T.M.A.², PIRES, P.³; ZANELLA,J.R.C.⁴, SPILKI,F.R.⁵, DEZEN, D.⁶

 ¹ Pós-Graduação em Produção e Sanidade Animal – IFC- Campus Concórdia;

² Pós graduação em Produção e Sanidade Animal do Instituto Federal Catarinense - Campus Concórdia;

³ Pós graduação em Produção e Sanidade Animal do Instituto Federal Catarinense - Campus Concórdia;

⁴ Pesquisadora da Embrapa Suínos e Aves em Virologia Animal e Docente do mestrado profissional em Produção e Sanidade Animal do Instituto

Federal Catarinense – Campus Concórdia;

₅
Pesquisador e Professor Titular da Universidade FEEVALE, Brasil;

 ⁶ Pós graduação em Produção e Sanidade Animal do Instituto Federal Catarinense - Campus Concórdia.

3.1 INTRODUÇÃO

Em 2019, a pandemia causada por um Coronavírus, resultou em mais de 4 milhões de casos da doença, e aproximadamente 290.000

mortes espalhadas por todos os continentes, causando impactos sanitários, econômicos e sociais (NICOLA, M. et al., 2020). Teorias como a seleção

natural em um hospedeiro animal antes da transferência zoonótica, e seleção natural em humanos após a transferência zoonótica, apontam os

morcegos como animais participantes no surgimento do novo vírus (ANDERSEN, K.G. et al., 2020).

Morcegos pertencem a ordem Chiroptera, composto por 202 gêneros e aproximadamente 1120 espécies. Podem ser divididos em duas

subordens, os Megachiroptera e Microchiroptera. A subordem megachiroptera não ocorre no Brasil. É composta por uma única família e 150 espécies.

A microchiroptera ocorrem em praticamente todos os continentes, com exceção das regiões polares. São compostos por 17 famílias e 930 espécies

(DOS  REIS,  N.  R.  et  al.,  2007).  No  Brasil,  são  conhecidas  186  espécies  e  68  gêneros,  os  quais  estão  presentes  em  todos  os  biomas

(https://sbeq.org.br/lista-espécies), acessado em 20/12/2024). 
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Para a coleta de amostras, utilizam-se morcegos capturados em seu ambiente natural, como parte externas de cavernas ou locais onde se

abrigam. O material genético é isolado e o RNA viral é analisado. Técnicas de detecção molecular, como a reação em cadeia da polimerase (PCR)

também pode ser utilizada para amplificar o material genético dos vírus, permitindo detecção de sequências genéticas virais específicas ( DREXLER et

al., 2014). Estudos recentes apontaram uma alta capacidade de mutação e recombinação desses vírus (LI, L. et al., 2022). Os coronavírus, por exemplo,

estão em constante evolução genética e o monitoramento destes vírus em população de quirópteros tem um papel relevante no esclarecimento da

epidemiologia e predição de novas doenças que possam surgir (JAIMES, J.A. et al., 2020). Neste sentido, o presente estudo descreve a detecção de

uma cepa de coronavírus isolada em amostra de morcego capturado na região do Meio Oeste Catarinense, Brasil.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Captura, coleta das amostras e extração de RNA

Neste  estudo,  foram coletadas  amostras biológicas de morcegos capturados em seu ambiente natural.  O trabalho foi  previamente

submetido e aprovado pelo Comitê de ética em uso de animais do IFC campus Concórdia sob o número 07/2021,  e Ministério do Meio Ambiente-

ICMBio sob o número 82243-1. Entre setembro de 2022 e setembro de 2023, foram capturados 31 morcegos durante monitorias de abrigos naturais,

propriedades rurais e abrigos temporários em áreas urbanas.  Para as capturas,  foram utilizados equipamentos de proteção individual redes de

neblina, puçá, luvas de couro. Ao total, 62 amostras de conteúdo oral e retal coletados através de suabes. Os animais foram submetidos a anestesia

geral por via parenteral, utilizando protocolo quetamina+acepran+meperidina, aplicada na região ventral, em conformidade com as recomendações

do Guia Brasileiro de Boas Práticas para eutanásia em Animais, e Resolução Normativa 37 de 2018, do Ministério da ciência, tecnologia e inovação

(MCTI).  Dados referentes  às capturas,  como locais,  identificação do material  coletado,  espécie  capturada foram registrados em ficha de coleta

específica.

Phyllostomus hastatus (foto: acervo 
próprio)

Molossus molossus (foto: acervo 
próprio)
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As coletas de saliva e conteúdo retal foram realizadas através da utilização de suabes com meio de armazenamento e estabilização

RNALater® (Thermo Fisher, Brasil), na quantidade de 2 ml por tubo. As amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e encaminhadas

para  o  armazenamento,  conforme  o  programa  nacional  de  sanidade  aviária  (PNSA),  “MANUAL  DE  COLHEITA,  ARMAZENAMENTO  E

ENCAMINHAMENTO DE AMOSTRAS”, do Ministério da Agricultura (MAPA), armazenadas em ultrafreezer (-80°C). A extração de RNA foi realizada com

kit de extração para RNA comercial QIAamp Viral RNA Mini Kit® (Qiagen, Alemanha, 2020), de acordo com o protocolo do fabricante.

3.2.2 Diagnóstico inicial de vírus

Os cDNAs foram sintetizados utilizando o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription® (Thermo Fisher Scientific). Para as

PCRs, foram utilizados protocolos descritos na literatura.

A detecção de coronavírus (CoV) (família  Coronaviridae) foram amplificadas regiões do gene da RNA polimerase dependente de RNA

(RdRp) (WOO et al., 2006; CHU et al., 2011). Um protocolo com Hemi-nested PCR para detecção de hendra (Gênero Henipavírus), respirovírus (Gênero

Municípios onde foram realizadas as capturas. Fonte (autor)



10

Respirovírus) e morbilivírus (Gênero Morbilivírus), todos pertencentes à família Paramyxoviridae, foram amplificadas regiões do geneprdrp (TONG et

al., 2008). Para lissavírus (família  Rhabdoviridae), um protocolo que amplifica um fragmento gene N (WADHWA et al., 2017), da mesma forma um

protocolo Hemi-nested PCR foi empregado para a detecção do vírus da raiva (RABV), com amplificação do fragmento gene N (SOARES et al., 2002).

Um protocolo para rotavírus (RV) (família Reoviridae) que amplifica fragmentos da proteína viral 6 (VP6) (VECCHIA et al., 2012). Para vírus influenza A

(família Orthomyxoviridae) a detecção foi realizada visando o gene PB1 e o gene da matriz (gene M) (RAMIREZ-PALACIOS et al., 2018; KANDEIL et al.,

2019; SPACKMAN, E. et al., 2002). Para as detecções visando o gene da matriz (gene M), foi empregada a técnica de PCR com transcrição reversa

quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Finalmente, protocolos de nested-PCR para detecção de adenovírus (família Adenoviridae) com amplificação da

sequência parcial do gene DNA polimerase foram utilizados(LI et al., 2010).

Os produtos de amplificação de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados em luz UV. As medidas de

controle de qualidade incluíram o uso de controles sem modelo (NTCs) para identificar e prevenir a contaminação,  acompanhado de controles

positivos em todas as placas para garantir a eficácia do ensaio. A Tabela 1 fornece informações detalhadas sobre sequências e referências de primers e

sondas.

Tabela 1: Primers e sondas usados para a detecção de coronavírus (CoV), parainfluenza (HPIV), raiva (RABV), rotavírus (RV), adenovírus (AdV) e vírus

da influenza A (FLUAV).

Vírus alvo Teste Primer Região alvo Produto  (pb) Sequência (5’ → 3’) Referência

Coronaviridae PCR

COV POL F

COV POL R

RdRp 440 pb

GGTTGGGAC-TATCCTAAGTGTGA

CCATCATCAGATAGAATCATCATA

Woo et al., 2006

Coronaviridae PCR

COV 1F

COV 1R

COV 2F

COV 2R

RdRp 440 pb

GGKTGGGAYTAYCCKAARTG

TGYTGTSWRCARAAYTCRTG

GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA

CCATCATCAGATAGAATCATCAT

Chu et al., 2011

Paramyxovirinae Hemi-nested PCR

PAR-F1

PAR-F2

PAR-R

RdRp 510 pb

GAAGGITATTGTCAIAARNTNTGGAC

GTTGCTTCAATGGTTCARGGNGAYAA

GCTGAAGTTACIGGITCICCDATRTTNC

Tong et al.,  2008

Paramyxovirinae Hemi-nested PCR

RES-MOR-HEN-F1

RES-MOR-HEN-F2

RES-MOR-HEN-R

RdRp 500 pb

TCITTCTTTAGAACITTYGGNCAYCC

GCCATATTTTGTGGAATAATHATHAAYGG

CTCATTTTGTAIGTCATYTTNGCRAA

Tong et al.,  2008

Rhabdoviridae Hemi-nested PCR

PAN LYSSA F

PAN LYSSA R

GN 164 pb

ACGCTTAACAACAAAATCADAGAAG

CMGGGTAYTTRTAYTCATAYTGRTC

Wadhwa et al.,  2017

Rhabdoviridae Hemi-nested PCR

RAIVA P510 F

RAIVA P942 R1

RAIVA P784 R2

GN 295 pb

ATAGAGCAGATTTTCGAGACAGC

CCCATATAACATCCAACAAAGTG

CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA

Soares et al.,  2002

Reoviridae Hemi-nested PCR

VP6 ROTA-F

VP6 ROTA-R

VP6 160 bp

GATGTCCTGTACTCCTTGT

GGTAGATTACCAATTCCTCC

Vecchia et al., 2012
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Orthomyxoviridae PCR

FLUA F

FLUA R PB1 130 pb

GACCRATCCTGTCACCTCTGAC

AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA

Ramírez-Palacios et al., 2018

Orthomyxoviridae PCR

FLUAPB1-F

FLUAPB1-R PB1 402 pb

ATGATGATGGGNATGTTYAAYATG

CNGGNCCNAKDTCRYTRTTDATCAT

Kandeil et al., 2019

Orthomyxoviridae RT-qPCR

M + 25

M – 124

M + 64

M gene

(Matrix)

AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG

TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG

FAM-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-TAMRA

Spackman et al., 2002

Adenoviridae nested-PCR

EF - POL-F

ER - POL-R

IF - POL-NF

IR - POL-NR

DNA

pol 261 pb

CAGCCKCKGTTRTGYAGGGT

GCHACCATYAGCTCCAACTC

GGGCTCRTTRGTCCAGCA

TAYGACATCTGYGGCATGTA

Li et al., 2010

3.2.3 Sequenciamento e análise filogenética

Os produtos amplificados foram sequenciados com os mesmos  primers da reação de amplificação e utilizando o método de Sanger

(CROSSLEY B.M. et al., 2020). As sequências obtidas foram verificadas utilizando Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn). A análise filogenética foi

realizada com sequências obtidas e sequências disponíveis no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). As sequências foram alinhadas com

o programa ClustalW® dentro do pacote MEGA X®. As árvores filogenéticas das sequências de nucleotídeos foram construídas utilizando o método

Neighbor-Joining  (NJ) no pacote de software MEGA X, baseado no método de estimativa de distância de  Kimura-2 parameter e a reamostragem

Bootstrap foi realizada para cada análise (1000 replicações).

3.3 Resultados

Os 31 animais capturados, e identificados:  um morcego da espécie  Chrotopterus auritus,  dezenove morcegos da espécie  Desmodus

rotundus e onze da espécie Molossus molossus. A maioria dos espécimes foram capturados em área urbana, conforme descrito na tabela 1.

TABELA 1 - Espécies de morcegos e sua localização no momento da captura

Espécie Área (n) Tipo de abrigo Município

Rural Urbana

Chrotopterus auritus 1 - Artificial Irani

Desmodus rotundus 12 7 Artificial e

Natural (+)

Água Doce, Catanduvas, Concórdia, Irani (15SO: +

mastadenovírus), Joaçaba, Lacerdópolis, Paial, Xanxerê

Molossus molossus - 11 Artificial Arabutã (SR6: + MERS-Like) e  Concórdia
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A amostra de suabe retal 6 (6SR), referente a um animal da espécie M. molossus, capturado no município de Arabutã, foi positiva para

coronavírus e a amostra 15 de suabe oral, de um animal da espécie D. rotundus (15SO) foi positiva para adenovírus. No sequenciamento, obteve-se

um fragmento de 352 bp e 174 bp  para as amostras 6SR e 15SO. A análise BLASTn da sequência 6SR revelou alta identidade (até 98,86%) com

coronavírus relacionado à MERS. Já a sequência 15SO apresentou alta identidade (até 100%) com mastadenovírus humano.

Na análise filogenética, a amostra 6SR ficou agrupada com merbecovírus de morcegos (Figura 1), ficando agrupado no mesmo clado com uma amostra

brasileira colhida de morcego insetívoro da espécie Eumops glaucinus, capturado em área urbana de Araçatuba, SP. Na análise filogenética da amostra

15SO, essa ficou agrupada com amostra de mastadenovírus humano C (Figura 2), sendo próximo geneticamente de mastadenovírus de morcegos, mas

apresentando divergências genéticas.

Figura 1 - Árvore filogenética de amostras de coronavírus utilizando sequências parciais (352 pb) da região codificadora para a RNA polimerase RNA-

dependente (RdRp). O asterisco indica a amostra sequenciada neste estudo. 
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Figura 2 - Árvore filogenética de cepas de mastadenovírus utilizando das sequências parciais (174 pb) da região codificadora para a DNA polimerase. O

asterisco indica a amostra sequenciada neste estudo. 

3.4 Discussão

Os morcegos foram implicados como o principal reservatório do coronavírus e fonte de transferência para humanos (STOUT, A. E. et al.,

2021). Sabe-se que os morcegos estiveram envolvidos em ao menos três casos de disseminação do coronavírus para os humanos, mais recentemente,

o SARS-CoV-2, causa da pandemia de coronavírus COVID-19 (HERNÁNDEZ-AGUILAR, I. et al., 2021).

Como observado no presente estudo, uma amostra de suabe retal  (6SR) foi  positiva para coronavírus relacionado à MERS. Poucos

estudos foram realizados no Brasil para detectar a presença de coronavírus em morcegos. Uma amostra de conteúdo oral (15SO) foi positiva para

Adenovírus, sendo classificada como mastadenovírus humano.

Os Alfa e Beta Coronavírus podem infectar diferentes hospedeiros, uma variedade de coronavírus ocorrem em morcegos, destacando a

necessidade do monitoramento extenso dessa população (COHEN et al., 2023).

A maioria das pesquisas avaliou a presença de coronavírus em fezes/conteúdo entérico (ASANO et al., 2016; CORMAN et al., 2013),

enquanto poucos estudos analisaram amostras de esfregaços orais/retais (ANTHONY et al., 2017; BARNABÉ et al., 2015).
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Os CoVs são divididos em quatro gêneros, dos quais apenas membros dos gêneros α-CoV e β-CoV são conhecidos por infectar humanos

(BERNARD, E. et al, 2011). Na maior parte dos estudos realizados no Brasil, os coronavírus encontrados pertencem ao gênero α-CoV, e apenas três

sequências do gênero β-CoV foram detectadas (BRANDÃO et al., 2008). Alguns β-CoV presentes em morcegos causaram surtos graves de doenças em

humanos como o vírus da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV), e a síndrome respiratória do oriente médio (MERS-CoV) (GÓES et al., 2016).

De acordo com o relatório  da World  Health  Organization (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/igo),  de 2012 até  2014,  27 países

notificaram a doença, com 2600 casos da doença confirmados em humanos.

Cada vez mais, morcegos são utilizados em modelos de estudos que buscam entender as características específicas desses animais com a

capacidade de  vôo,  tolerância a infecções,  longevidade,  metabolismo, e dessa forma tentar  prever o  surgimento de novos  vírus com potencial

pandêmico (UUSITALO, R. J. et al., 2024).

 Os coronavírus humanos são considerados de origem zoonótica. As evidências científicas sugerem que os coronavírus SARS-CoV, MERS-

CoV e SARS-COV-2 poderiam provavelmente atingir humanos através de outros hospedeiros intermediários, como camelos e morcegos (AZHAR et al.,

2014). De acordo com a World Health Organization (https://www.who.int/), a transmissão entre humanos é possível, principalmente em ambientes

hospitalares,  onde  a  transmissão  entre  humanos  parece  ser  mais  frequente.  Nesse  sentido,  o  monitoramento  contínuo  de  morcegos  é  uma

ferramenta importante para auxiliar na compreensão da epidemiologia do vírus e supostos surtos em humanos.

No presente estudo a detecção de CoVs foi realizada através da amplificação das regiões do gene da RNA polimerase dependente de RNA

(RdRp), conforme descrito por CHU et al., (2011). O CoV usa uma RdRp para a replicação de seu genoma e a transcrição de seus genes (HILGENFELD et

al.,  2013).  As  RdRps estão  envolvidas  no  processo  de  replicação  do  genoma  e  na  codificação  de  algumas  das  proteínas  importantes  para  o

funcionamento adequado e sobrevivência de vírus (POLTRONIERI, P. et al., 2015). Por esse motivo, o  RdRp é um alvo terapêutico importante em

doenças causadas por vírus de RNA.

Tal como na pandemia de COVID-19, que foi causada por um SARS-CoV-2 de origem em morcego geneticamente distante do SARS-CoV, o

merbecovírus  de morcego, geneticamente diferente dos vírus da MERS-CoV, pode desencadear um novo surto em humanos através de processos

indefinidos. Estudos epidemiológicos em larga escala na população de morcegos podem revelar a ecologia e a natureza de beta coronavírus na vida

selvagem. 
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3.3 Conclusão

A distribuição espacial  dos registros de morcegos no Brasil  indica que menos  de 10% do país pode ser  considerado minimamente

amostrado, e em cerca de 60% do território brasileiro não existe sequer um único registro formal de espécies de morcegos (BERNARD, E. et al, 2011).

Foi detectado um merbecovírus em morcegos selvagens no Meio Oeste de Santa Catarina, Brasil. Pode-se verificar que há circulação do

Beta Coronavírus (MERS-like), entre os morcegos no estado de Santa Catarina. Também foi confirmada presença de Adenovírus em amostra de suabe

oral de D. rotundus colhida no município de Irani.

Trabalhos buscando conhecer vírus presentes em populações pouco estudadas, como os morcegos, são necessários para entender o

comportamento de microrganismos ao longo do tempo.
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6 ANEXOS

ANEXO 1 - Parecer do comitê de ética - Instituto Federal Catarinense
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ANEXO 2 - Autorização SISBIO
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ANEXO 3 - Amostras sequenciadas no estudo

>LMM75538_6SR_consensus_sequence Alignment of 2 sequences: 75538R_B11 (reversed), 75538F_A11

ATCTTTGCTTCTCTCATATTAGCACGTAAGCATAACACTTGTTGTAGTACAAGTGATAGATTTTACCGCTTAGCTAATGAGTGTGCTCAAGTGTTAAGTGAATATGTGTTG

TGTGGTGGTGGTTACTACGTAAAACCTGGTGGTACCAGTAGCGGAGATGCCACTACTGCATACGCCAATAGTGTTTTTAACATCTTGCAAGCGACTACTGCAAATGTTA

GCGCTTTAATTGGCACTAATGGCAACAAAATTGTTGATAAAGAAATAAAAGACATGCAGTTTGATCTGTATGTTAATATTTATAGGAGTCAAATGCCTGACCNCTAAATT

TGTTGAGCGCTATTACGCATTT

>LMM75578_15SO_consensus_sequence Alignment of 2 sequences: 75578R_B08 (reversed), 75578F_A08

GAATGGCGGTAGTGGGTCTAGCTGCGTCTCGTCCGGGGGGTCTGCGTCCACGGTAAAGACCCCGGGCAGCAGGCGCGCGTCGAAGTAGTCTATCTTGCATCCTTGCAA

GTCTAGCGCCTGCTGCCATGCGCGGGCGGCAAGCGCGCGCTCGTATGGGTTGAGTGGGGGACCCCA
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ANEXO 4 - Coleta e captura dos quirópteros

CAPTURA DE ANIMAL EM ABRIGO ARTIFICIAL

 

ANEXO 6 CAPTURA EM ABRIGO NATURAL
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ANEXO 7 COLETA DE MATERIAL

ANEXO 8 COLETA DE MATERIAL
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