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RESUMO 

A pandemia de COVID-19 trouxe uma preocupação no que diz respeito aos 

patógenos que circulam nos animais e que podem ser transmitidos para 

humanos, nas chamadas doenças emergentes zoonóticas. Os morcegos são 

animais chave na linha de transmissão de patógenos, pois vivem em 

proximidade com os seres humanos e são reservatórios de uma grande 

variedade de microrganismos. Os objetivos deste trabalho foram: disponibilizar 

o genoma completo do Betacoronavírus da Hepatite Murina (MHV-3), 

considerado modelo de trabalho para estudos envolvendo o SARS-CoV-2; 

fornecer novas abordagens para os métodos de amplificação de fragmentos 

genômicos, visando otimizar os protocolos de Metagenômica; Identificar e 

compreender a diversidade viral de morcegos saudáveis capturados no estado 

de São Paulo através do Sequenciamento de Nova Geração (NGS). Para o 

sequenciamento completo do vírus MHV-3 foi utilizado isolado proveniente de 

cultivo celular. Ensaios de amplificação gene-específicas (PCR) foram realizados 

para obtenção de fragmentos sobrepostos e posterior Sequenciamento de 

Sanger. Para a Padronização de Protocolo de Amplificação testes com Primer 

único e diferentes metodologias de PCR foram realizados, utilizando MHV-3 e 

SARS-CoV-2 como controle. Para o estudo de diversidade viral em morcegos 

foram realizadas capturas no município de Rio Claro-SP, obtendo-se 60 suabes 

retais e orais. Os suabes foram posteriormente agrupados em três pools 

distintos, usando como critério sua área geográfica. Foi realizada a extração do 

RNA Viral e enriquecimento das amostras. Em seguida, estas amostras 

purificadas foram encaminhadas ao Laboratório Central de Tecnologias de Alto 

Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD), para protocolo de NGS por meio 

da técnica da Illumina. As sequências geradas foram filtradas e analisadas em 

duas plataformas distintas: Centrifuge e Kraken2. Nos dois softwares foram 

identificados bacteriófagos como Streptococcus phage IPP54; Proteus phage 

VB_PmiS-Isfahan; Felsduovírus, entre outros. Também foram identificados 

Retrovírus como o Baboon endogenous virus strain M7 e Desmodus rotundus 

endogenous retrovirus. Os bacteriófagos identificados podem ser de interesse 

para a comunidade médica, uma vez que, mostram-se uma boa alternativa aos 



antimicrobianos, nos tratamentos envolvendo fagoterapia. Os retrovírus 

identificados possivelmente são Elementos Retrovirais Endógenos, sendo um 

indicativo de coevolução a longo prazo de morcegos e vírus. 

Palavras-chave: bioinformática; saúde única, vírus, epidemiologia  



ABSTRACT 

The COVID-19 pandemic has raised concerns regarding pathogens that circulate 

in animals and that can be transmitted to humans, in so-called emerging zoonotic 

diseases. Bats are key animals in the pathogen transmission line, as these 

animals live in close proximity to humans and are reservoirs of a wide variety of 

microorganisms. The objectives of this work were: to make available the complete 

genome of the Murine Hepatitis-Betacoronavirus (MHV-3), considered a working 

model for studies involving SARS-CoV-2; Provide new approaches to genomic 

fragment amplification methods, aiming to optimize Metagenomics protocols; 

Identify and understand the viral diversity of healthy bats captured in the state of 

São Paulo through Next Generation Sequencing (NGS). For the complete 

sequencing of the MHV-3 virus, an isolate from cell culture was used. Gene-

specific amplification (PCR) assays were performed to obtain overlapping 

fragments and subsequent Sanger Sequencing. For the Standardization of the 

Amplification Protocol, tests with a single Primer and different PCR 

methodologies were performed, using MHV-3 and SARS-CoV-2 as controls. To 

study viral diversity in bats, captures occurred in the city of Rio Claro-SP, 

obtaining 60 rectal and oral swabs. The Swabs were later grouped into three 

distinct pools, using their geographic area as a criterion. Viral RNA extraction and 

sample enrichment were performed. Then, these purified samples were sent to 

the Central High Performance Technology Laboratory – LaCTAD, for NGS 

protocol using the Illumina technique. The sequences generated were filtered and 

analyzed on two different platforms: Centrifuge and Kraken2. In both softwares, 

bacteriophages were identified, such as Streptococcus phage IPP54; Proteus 

phage VB_PmiS-Isfahan; Felsduovirus, among others. Retroviruses such as 

Baboon endogenous virus strain M7 and Desmodus rotundus endogenous 

retrovirus were also identified. The identified bacteriophages may be of interest 

to the medical community, as they prove to be a good alternative to antibiotics in 

treatments involving phage therapy. The identified retroviruses are possibly 

Endogenous Retroviral Elements, indicative of long-term coevolution of bats and 

viruses. 

Keywords: bioinformatics; One health, virus, epidemiology 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Saúde Única: compreendendo a importância das interações entre 

humanos, animais e ambientes para a saúde pública. 

 

A pandemia de COVID-19 trouxe à tona um aumento na preocupação no 

que diz respeito a doenças emergentes causadas por animais, chamadas de 

zoonoses. Vários fatores contribuem para o surgimento de zoonoses, entre eles a 

evolução dos patógenos, o crescimento populacional de animais domésticos, o 

avanço da população humana no ambiente habitado por animais selvagens, as 

mudanças climáticas, o desmatamento e a globalização (1). Todos estes fatores 

mostram que o meio ambiente, os seres humanos e os animais possuem uma estreita 

relação e, a partir disto, foi criado o conceito de Saúde Única (ou One Health em 

inglês) definido da seguinte forma: uma abordagem integrada e unificadora que visa 

equilibrar e otimizar de forma sustentável a saúde das pessoas, animais e 

ecossistemas (2). 

Em 2021, quatro parceiros globais, sendo eles a Organização das Nações 

Unidas para Agricultura e Alimentação, a Organização Mundial de Saúde Animal, o 

Programa das Nações Unidas para o Meio Ambiente e a Organização Mundial da 

Saúde, estabeleceram um painel interdisciplinar de especialistas de alto nível em 

Saúde Única para aprimorar sua colaboração intersetorial. Este painel recebeu a sigla 

OHHLEP (One Health High-Level Expert Panel). Esta criação representa um 

reconhecimento da urgência e complexidade em torno da Saúde Única e a intenção 

de levar este conceito adiante em políticas e ações concretas (2).  

 A abordagem em Saúde Única envolve muitos setores e comunidades 

em vários níveis da sociedade. Em trabalho publicado por Adisasmito e 

colaboradores, juntamente com responsáveis pelo painel OHHLEP, encontram-se as 

5 palavras chaves vistas como princípios da Saúde Única: equidade entre setores e 

disciplinas; paridade sociopolítica e multicultural e inclusão e engajamento de 

comunidades e vozes marginalizadas; equilíbrio socioecológico que busca um 

equilíbrio harmonioso entre a interação humano-animal-ambiente; responsabilidade 

dos seres humanos para mudar seu comportamento e adotar soluções sustentáveis 



13

que reconheçam a importância do bem-estar animal e a integridade de todo o 

ecossistema e transdisciplinaridade e colaboração multissetorial (2) (Figura 1). 

Alguns animais desempenham papéis-chave na transmissão de zoonoses, 

entre eles os morcegos, por serem animais que fazem parte do convívio humano, 

habitando florestas próximas ou até mesmo edificações. Neste contexto a abordagem 

de Saúde Única se faz necessária, pois a proximidade entre estes animais e os seres 

humanos acaba sendo um catalizador para a transmissão de doenças. É 

imprescindível seguir os preceitos recomendados e investir em estudos que nos 

ajudem a compreender melhor o papel de cada um - animal, humano e ambiente – 

pois o surgimento de enfermidades que podem ser um problema para a saúde pública 

está intimamente ligado com como lidamos com o nosso ecossistema. 

 

 

 

Figura 1.  Conceito de Saúde Única em busca de um equilíbrio entre os três pilares 

(animal, humano e meio ambiente) desenvolvido pelo One Health High Level Expert 

Panel (OHHLEP) por Adasasmito e colaboradores, 2022 (2).  

 

 

1.2. Quirópteros – mamíferos que exercem papel chave na emergência e 

disseminação de agentes zoonóticos 
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A Ordem Chiroptera (cheir: mão; pteron: asa) pertence a Classe Mammalia, 

e constituem aproximadamente 20% dos mamíferos conhecidos mundialmente, sendo 

assim o segundo maior grupo de mamíferos (ficando atrás apenas da Ordem 

Rodentia), com mais de 1200 espécies distribuídas em todos os continentes, exceto 

Antártida (3). Segundo Teling (4), em seu estudo de filogenia molecular de todas as 

espécies de morcegos existentes, esta ordem é dividida em duas Subordens: 

Yinpterochiroptera, que inclui os Megachiroptera e mais outras seis famílias, e 

Yangochiroptera. No Brasil estão aproximadamente 15% da diversidade de 

quirópteros, com 181 espécies, 68 gêneros e 9 famílias (5). São animais com grande 

diversidade de espécies, complexidade biológica e grande importância ecológica. 

Possuem hábitos noturnos e permanecem em grandes colônias, sendo animais 

gregários, podendo habitar diversos tipos de locais, desde topo das árvores até 

cavernas e edificações humanas. Apresentam praticamente todos os hábitos 

alimentares, compreendendo hematofagia, polinivoria, nectarivoria, piscivoria, 

onivoria, insetivoria, frugivoria e carnivoria, o que remete a grande importância desses 

animais na dispersão de sementes, polinização e controle de insetos (6).  

A família Phyllostomidae faz parte da Subordem Microchiroptera e possui 

aproximadamente 150 espécies de morcegos tropicais e sub-tropicais, sendo 

conhecidos popularmente como “morcegos nariz-de-folha americanos”, por 

possuírem, em sua maioria, uma folha nasal em forma triangular ou lanceolada, 

exceto nos morcegos hematófagos, que possuem o nariz em formato de ferradura 

(Figura 2). Seu tamanho pode variar entre 4,0 a 13,5 cm sem a cauda, que pode estar 

ausente ou até 5,5 cm de comprimento (7). 
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Figura 2. Morcego da espécie Carollia perspicillata, pertencente à família 

Phyllostomidae, cuja principal característica morfológica é a folha nasal. Arquivo 

pessoal do Professor Fábio André Facco Jacomasa, responsável pelas coletas. 

 

Esta família desempenha um papel importante em alguns processos 

biológicos, como a polinização, devido a variedade de hábitos alimentares, tendo 

animais frugívoros, insetívoros, nectarívoros, hematófagos (8). As espécies desta 

família são adaptadas a baixas altitudes em regiões tropicais e subtropicais do Novo 

Mundo, sendo encontras desde o sudeste dos Estados Unidos até a Argentina (9). No 

Brasil é a família mais comumente encontrada devido as condições climáticas 

favoráveis e a grande variedade de alimento em florestas. A família Phyllostomidae é 

dividida em sete subfamílias: Desmodontinae, Glossophaginae, Phyllostominae, 

Carolliinae, Stenodermatinae, Phyllonycterinae e Brachyphyllinae e mais de 160 

espécies estão agrupadas em 48 gêneros (10). 
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Figura 3. Distribuição global da família Phyllostomidae. Copyright 2012 Charles 

H. Smith (11).  

 

Cerca de 60% das doenças humanas tem origem em animais (12) sendo 

transmitidas de animais silvestres e domésticos para a população humana. Por sua 

vez o papel dos morcegos nesta linha de transmissão se mostra importante, visto que 

são reservatórios de uma grande variedade de microrganismos, entre eles, vírus, 

fungos e protozoários, podendo ser transmitidos a outros animais, incluindo os seres 

humanos, se tornando assim agentes com potencial zoonótico (13; 5). Dentre os 

microrganismos presentes estão os vírus lyssavirus e hantavírus, bactérias Leptospira 

spp. e Pasteurella spp., entre outros, e fungos como o Pseudogymnoascus 

destructans (White nose syndrome) (5). 

O vírus da raiva (Lyssavirus) é um clássico exemplo de infecção zoonótica. 

Tendo como hospedeiro original os morcegos, este patógeno, na maioria dos casos, 

é transmitido à humanos através de animais domésticos, causando uma mortalidade 
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de até 99% das infecções (12). Outros exemplos são os coronavírus, pertencentes à 

família Coronaviridae, como o CoV-1 – responsável pela Síndrome Respiratória 

Aguda Grave (SARS) publicado por Marra et al. em 2003 (14); o MERS-CoV – doença 

respiratória grave que surgiu na Arábia Saudita em 2012 (15), o SARS-CoV-2, agente 

causador da COVID-19 (16) e outros vírus causadores de resfriados comuns no ser 

humano como o 229E, NL63, OC43 e HKU. 

Com um papel importante no ciclo epidemiológico de agentes patogênicos, 

os morcegos contribuem para a dispersão destes agentes (17). Apesar de não serem, 

em sua maioria, o transmissor direto do agente patogênico, vários fatores contribuem 

para que esta ordem tenha sucesso na disseminação de patógenos potencialmente 

zoonóticos, como exemplos: a capacidade de voar longas distâncias e de se adaptar 

a diferentes ambientes (18); a proximidade com seres humanos e animais domésticos, 

devido a perda de seu habitat natural para as edificações; a sua biologia e possível 

coevolução com diversos patógenos, que proporcionam aos morcegos uma 

suscetibilidade reduzida a estes agentes, permanecendo assintomáticos (5). 

Uma das explicações para a diversidade viral nestes animais se dá pelas 

respostas do seu sistema imune frente às infecções. Como exemplos, temos que os 

genes que identificam e reparam o DNA danificado sofrem seleção positiva em 

espécies do gênero Myotis (19) e a presença de vários tipos de interferon em 

morcegos, como o Tipo I e Tipo III, que possuem papel importante na resposta imune 

inata para o controle da replicação viral (20). Estes animais também possuem 

mecanismos para evitar o excesso de indução de genes inflamatórios, que induzem a 

patogenia em outros animais e até em humanos, mas não em morcegos (21). Várias 

espécies de morcegos controlam a inflamação por meio de uma mutação em uma 

serina altamente conservada em uma das principais moléculas adaptadoras para 

detecção de DNA danificado (20). Trabalho de Bittar e colaboradores (22), encontrou 

Alphacoronavirus no intestino, fígado e pulmões de morcegos da área urbana e peri-

urbana de São José do Rio Preto, em São Paulo e em Barreiras, na Bahia. Os animais 

foram capturados durante o seu voo habitual e não apresentavam sintomas de alguma 

enfermidade, sendo considerados saudáveis no momento da captura. 

A seleção positiva que contribuiu para uma melhor tolerância aos danos no 

DNA e a resposta imune singular dos morcegos frente aos agentes patogênicos, 
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juntamente com sua capacidade de voo e seu rápido metabolismo deram a esta 

Ordem um papel chave na disseminação de agentes potencialmente zoonóticos.  

 

1.2.1. Os vírus de RNA 

 

Os vírus são microrganismos que, para sobreviver e se multiplicar, fazem 

uso da maquinaria anabólica presente no interior das células hospedeiras, fazendo 

deles parasitas intracelulares obrigatórios. O Comitê Internacional de Taxonomia de 

Vírus (International Committee on Taxonomy of Viruses-ICTV) define uma espécie 

viral como uma população de vírus com características similares (incluindo morfologia, 

genes e enzimas) que ocupa um nicho ecológico em particular (23).  

O material genético de um vírus pode ser composto de DNA ou RNA, tendo 

variações entre dupla fita ou fita simples, segundo a classificação de Baltimore (24).  

Os vírus de RNA (pertencentes as classes III, IV e V da classificação de Baltimore) 

compartilham um único gene de marca registrada do vírus, RNA polimerase 

dependente de RNA (RdRp) (25, 26). Estas sequências RdRp são altamente 

divergentes entre as três classes, no entanto, análises comparativas de milhares de 

sequências de diversos RdRps e Transcriptases Reversas (RTs) nas classes III, IV e 

V e das estruturas dessas polimerases demonstram a monofilia dessas enzimas, 

todas contendo o chamado “domínio de palma” (27). 

Os vírus de RNA são responsáveis pela maior proporção de vírus 

associados a morcegos, e causam mais eventos de transmissão entre espécies e com 

maior patogenicidade (28). Entre os vírus mais comumente descritos circulando em 

morcegos estão os coronavírus, rabdovírus, paramixovírus e astrovírus, seguidos por 

filovírus, picobirnavírus, calicivírus, reovírus e flavivírus (29). Os vírus de RNA têm 

altas taxas de mutação (até um milhão de vezes mais altas, comparadas com a de 

seus hospedeiros) e estas taxas estão correlacionadas com maior virulência e 

capacidade de evolução, características consideradas benéficas para os vírus (30). 

Somando todos estes fatores: alta taxa de mutação dos vírus RNA, a sua relação 

estreita com os morcegos ao longo de toda a evolução, a capacidade ímpar de 

dispersão destes morcegos e também a sua proximidade com outros animais, 
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incluindo humanos, colocam os vírus de RNA como os mais importantes na área 

médica e alvo principal de estudos envolvendo o conceito One Health (meio ambiente, 

animais e microrganismos).  

 

1.2.2. Família Coronaviridae  

 

Coronavírus (CoVs) é o nome conhecido de um grupo de vírus envelopados 

de forma esférica e pleomórfica pertencentes a ordem Nidovirales, à família 

Coronaviridae, subfamília Orthocoronavirinae e são divididos em quatro gêneros: 

alpha, beta, gamma e delta. Estes vírus possuem uma grande variedade de 

hospedeiros, entre eles aves selvagens e sinantrópicas, morcegos e humanos. Os 

gêneros Alphacoronavirus e Betacoronavirus parasitam apenas mamíferos, já os 

Gammacoronavirus e Deltacoronavirus infectam aves e, em alguns casos, mamíferos 

específicos (28).  

O genoma dos coronavírus é composto por RNA mensageiro (mRNA) de 

fita simples no sentido positivo com um tamanho aproximado de 25-31 Kb. Possui um 

número variável de sequências abertas de leitura (open Reading frames – ORFS) que 

codificam proteínas estruturais, sendo elas: glicoproteína de superfície (S ou Spike), 

membrana (M), Envelope (E), e nucleocapsídeo (N) e também proteínas não 

estruturais envolvidas no processo de replicação viral (31). 

O Complexo de Replicação Viral dos coronavírus contém duas ORFS, 

sendo elas a 1a e 1b. Dentro da ORF 1b há regiões de codificação conservadas com 

polimorfismo suficiente para classificação filogenética, como a RNA-polimerase RNA-

dependente (RdRp), usada como alvo para diferenciação molecular entre os gêneros 

de CoVs e no desenvolvimento de ensaios de PCR (polymerase chain reaction) para 

a identificação de novos CoVs (32). 

A pandemia de COVID-19 trouxe a necessidade de estudos sobre o novo 

vírus SARS-Cov-2 e a capacidade de produtos e equipamentos em inativá-lo. Estes 

estudos foram conduzidos com coronavírus modelo, o Vírus da Hepatite Murina 

estirpe 3 (MHV-3). Este vírus pertence ao gênero Betacoronavirus que causa infecção 
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em murinos, mas não apresenta perigo ao ser humano. O MHV-3 já foi descrito como 

vírus modelo ideal (33, 34) e vem sendo utilizado desde 2009, quando o foco ainda 

era somente no SARS-CoV-1, responsável pela primeira pandemia causada por um 

Coronavírus, em protocolos onde o objetivo é elucidar a atividade antiviral de 

equipamentos e produtos, entre eles saneantes, antissépticos, tecidos, tintas, 

superfícies e outros (33, 35, 36). 

Nos últimos anos nossa equipe, no Laboratório de Virologia e Biotecnologia 

Aplicada (VirBio), contribuiu para a realização de testes antivirais, visando a inativação 

do SARS-CoV-2. Estas contribuições junto a empresas públicas e privadas resultou 

em trabalhos submetidos e publicados que contribuíram para a comunidade científica 

(37, 38, 39). 

Nas Figuras 4 e 5 encontram-se a estrutura morfológica e genômica do 

SARS-Cov-2 e MHV-3, mostrando as semelhanças entre os dois vírus, por ambos se 

tratarem de um Betacoronavirus.  
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Figura 4. (a) Estrutura do MHV-3, gênero Betacoronavirus pertencente à família 

Coronaviridae e agente causador da Hepatite Murina.  (b) Estruturas proteicas do 

vírus: nucleocapsídeo (N), envelope (E) e Spike (S) e glicoproteínas (HE e M). (c) 

Organização dos genes no genoma do MHV; os genes estruturais são mostrados em 

letras vermelhas e os genes não estruturais em letras azuis (40). 

 Figura 5. (a) Estrutura do SARS-CoV-2, Betacoronavirus pertencente à família 

Coronaviridae e agente da COVID-19 e suas proteínas estruturais: N: nucleocapsídeo; 

S: spike; E: envelope. (b)  Organização dos genes de SARS-CoV-2, onde as porções 

em marrom indicam proteínas estruturais (41). 

 

1.2.3. Bacteriófagos 

Os bacteriófagos, ou apenas fagos, são vírus que possuem a capacidade 

de infectar bactérias. Estima-se que existam 1031 tipos de fagos no planeta, tendo uma 

grande diversidade e abundância. São encontrados em praticamente todos os 

ecossistemas e possuem papéis importantes dependendo do seu habitat. Fagos 

aquáticos, por exemplo, têm papel importante no ciclo biogeoquímico, no fluxo de 

carbono através da morte bacteriana, conhecida como derivação (42, 43).  Nos seres 

humanos eles podem ser encontrados no intestino, onde desempenham papéis de 

moduladores, afetando o metabolismo (44). 

Através das ferramentas de Metagenômica é possível descrever uma 

grande diversidade de fagos. De acordo com o National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), em setembro de 2019, havia 8.437 genomas fagos completos 

divididos em 12 famílias (com base na classificação ICTV), sendo mais da metade 

deles membros da família Siphoviridae (43). Este número certamente irá crescer 

exponencialmente nos próximos anos, devido aos avanços das tecnologias de 

Sequenciamento de Nova Geração e ao crescente interesse científico neste grupo 

viral, tendo como objetivo a “fagoterapia”, termo usado atualmente na área médica 

para descrever o tratamento de doenças bacterianas fazendo o uso de bacteriófagos.  

A resistência bacteriana causada pelo uso de antibióticos é uma grande 

preocupação mundial. A Organização Mundial da Saúde (OMS) destacou em seu 

primeiro relatório global sobre resistência a antibióticos o perigo de uma era pós-
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antibiótica, onde infecções simples poderiam ser letais (45). Neste contexto, a 

fagoterapia se mostra promissora como uma alternativa para o uso dos antibióticos, 

evitando assim o aumento da resistência de bactérias patogênicas.  

Os fagos podem ser divididos em virulentos e temperados com base em 

seu ciclo de vida. Fagos virulentos produzem o ciclo lítico onde o fago se liga ao seu 

hospedeiro bacteriano, injeta seu genoma, se reproduz, utilizando a maquinaria 

molecular do hospedeiro e, finalmente, lisa a célula hospedeira, liberando a sua 

progênie. Já os fagos temperados produzem o ciclo lisogênico, onde o genoma do 

fago permanece dormente como um pró-fago, replica junto com seu hospedeiro e 

ocasionalmente entra em um ciclo lítico sob um gatilho específico (46).  

 Para ser utilizado na fagoterapia é necessário que o fago seja selecionado 

(levando em consideração a sua especificidade, e eficácia em produzir o ciclo lítico 

em seu hospedeiro), seja isolado, e sequenciado (47). Os fagos são considerados 

seguros, com base em sua abundância na natureza e na constante exposição dos 

seres humanos a eles (45). Apesar disto, é importante a realização de estudos sobre 

cada fago e o seu papel na fagoterapia, de animais modelo. Os camundongos são 

animais muito utilizados em estudos envolvendo a fagoterapia. Dentre eles estão os 

realizados para verificar a eficiência em eliminar a bactéria Pseudomonas aeruginosa 

(48, 49), também aplicado à bactéria Acinetobacter baumannii (50, 51), à bactéria 

Klebsiella pneumoniae (52, 53) entre outros patógenos bacterianos causadores de 

doenças. Kakasis e Panitsa (45) relatam em seu artigo de revisão uma gama de 

estudos em fase avançada, sendo realizados em pacientes humanos com objetivo de 

eliminar estas bactérias. Certamente este é um ramo da medicina em ascensão, por 

isto é de suma importância a compreensão dos fagos existentes ao nosso redor, 

sendo novas tecnologias moleculares auxiliadoras nesta busca. 

As pesquisas envolvendo os bacteriófagos e suas aplicações na 

biomedicina vem sendo conduzidas por vários grupos científicos. Com o auxílio das 

ferramentas de bioinformática e de sequenciamento de nova geração, novas 

aplicações na medicina terapêutica (como na terapia contra o câncer), em 

diagnósticos, regeneração de tecidos, vacinas, nanodispositivos, e outros, podem ser 

desenvolvidos (54). 
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1.2.4. Elementos Endógenos Virais (EVE) 

 

Os elementos endógenos virais (EVE - Endogenous Viral Elements) 

surgem quando os vírus se tornam permanentemente integrados no genoma de uma 

célula hospedeira, seja por meio de uma etapa obrigatória em seu processo de 

replicação (como nos retrovírus) ou eventos casuais como interação com retro-

elementos celulares ou re-combinação com o DNA genômico do hospedeiro (55). Se 

os EVEs forem integrados em células germinativas estes pequenos fragmentos virais 

irão passar através das gerações e constituírem o DNA da espécie. Quando se trata 

da família Retroviridae, onde estão inclusos os retrovírus, estes elementos são 

chamados de ERV - Endogenous Retrovirus. Estes ERVs surgem de infecções virais 

antigas podem persistir e se acumular nos genomas de seus hospedeiros, 

constituindo, por exemplo, aproximadamente 8% do genoma em humanos (56), cerca 

de 10% em camundongos (57) e cerca de 5% em morcegos (58, 59). 

Os retrovírus pertencem à Família Retroviridae e segundo a classificação 

de Baltimore (24) fazem parte do grupo VI, cujo material genético é composto por fita 

simples de RNA (ssRNA-RT) que, através de uma enzima Transcriptase Reversa 

produz DNA viral que pode ser integrado ao DNA do hospedeiro (60). A família 

Retroviridae possui vírus zoonóticos, entre eles o vírus da Imunodeficiência Humana 

(HIV) e o vírus T-linfotrópico humano (HTLV) (61). Os retrovírus são conhecidos por 

infectar várias espécies de vertebrados, entre eles os quirópteros, que representam 

uma grande parte deste grupo de animais (62). 

As primeiras descrições de uma associação entre morcegos e retrovírus 

foram estudos nas décadas de 1970 e 1980 com linhagens celulares provenientes de 

tecido pulmonar de Tadarida brasiliensis, conhecido como “morcego brasileiro de 

cauda livre” (63). Os estudos envolvendo estas células mostraram a susceptibilidade 

destas de serem infectadas por retrovírus de diversas espécies de mamíferos, como 

o vírus endógeno de babuíno (BaEV) (64) e o vírus da leucemia murina, pertencente 

ao gênero Gammaretrovirus (65). 

As descrições de Retrovírus só foram possíveis com métodos 

independentes de culturas, sendo eles a técnica de PCR (reação em cadeia da 
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polimerase) e de sequenciamento de alto rendimento (61). A primeira descrição de 

uma sequência retroviral de morcegos ocorreu em 2004 por Baillie e colaboradores 

(66) que descreveram a presença de ERVs do gênero Betaretrovirus em genomas de 

roedores. Esta sequência se tratava de um Betaretrovírus pertencente a espécie de 

morcego Carollia perspicillata (CpERV-b5). Neste mesmo trabalho foram descritos 

sete novos grupos de Betaretrovírus endógenos, nomeados de β1 a β7, nos genomas 

de roedores e outros mamíferos. 

Com o advento das novas tecnologias de sequenciamento houve um 

aumento nas descrições de ERVs em morcegos. Desde 2012 análises genômicas e 

transcriptômicas levaram à identificação de diversos Gammaretrovírus e 

Betaretrovírus endógenos em diferentes espécies de morcegos (67, 68, 69). Desde 

então, sequências retrovirais já foram relatadas em 51 espécies de morcegos (61). 

Em 2017 houve a descoberta do retrovírus endógeno Miniopterus (MINERVa) nos 

genomas de morcegos da família Miniopteridae, sendo o primeiro relato de um 

Deltaretrovírus endógeno em animais (70). 

Hayward e Tachedjian (61), em seu trabalho de revisão sobre a associação 

entre morcegos e retrovírus, mostraram a presença de Retrovírus Endógenos em 

diferentes famílias de morcegos, entre elas a família Vespertilionidae, Molossidae e 

Phyllostomidae. Nesta última família foram descritos ERVs dos gêneros Beta e 

Deltaretrovirus, em morcegos das espécies Anoura caudifer, Carollia perspicilata e 

Desmodus rotundus, presentes na América do Sul, Central e do Norte.  

 

1.3. Tecnologias utilizadas como estratégias para identificação de diversidade 

de microrganismos em amostras ambientais 

 

1.3.1. Metagenômica e Sequenciamento de Nova Geração 

  

O Sequenciamento de Nova Geração (NGS) é uma ferramenta que 

possibilita o sequenciamento paralelo ou profundo de milhares de fragmentos de DNA 

simultaneamente e revolucionou a pesquisa genômica (71). O NGS pode ser usado 

para sequenciar genomas inteiros ou restrito a áreas específicas de interesse, 

incluindo todos os 22.000 genes codificadores (um exoma inteiro) ou pequenos 
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números de genes individuais (71) A redução de custos para a utilização desta 

ferramenta ao longo dos anos possibilitou a aplicação do NGS em organismos não-

modelo (72) sendo utilizada, por exemplo, para a detecção de agentes patogênicos 

de novo, ou seja, que não haviam sido descritos anteriormente. 

Bolatti e colaboradores (73), em 2022 detectaram 35 sequências de 

genomas completos de novos vírus em morcegos da Argentina, fazendo uso da 

ferramenta de NGS Illumina MiSeq, o que mostra a importância desta abordagem para 

a compreensão da diversidade viral presente nos morcegos e a prevenção, através 

de estudos preliminares, de novas doenças zoonóticas. A tecnologia de NGS 

combinado com as analises bioinformáticas de metagenômica das sequências 

nucleotídicas obtidas constituem uma poderosa ferramenta que possibilita a 

identificação de um grande número de vírus novos emergentes em, praticamente, 

qualquer amostra ambiental (74, 75). 

Não só para descobrir genomas virais podem ser aplicadas estas 

tecnologias. Também pode-se fazer uso destas para obtenção de diversidade e 

compreensão de genomas de animais e outros patógenos como bactérias. Tian e 

colaboradores, obtiveram através do sequenciamento metagenômico de mais de 20 

mil amostras de carrapatos, contemporâneos e antigos (com até 60 anos de 

preservação) na China, genomas mitocondriais completos ou quase completos de 46 

espécies, sendo 23 espécies relatadas pela primeira vez. Esses novos dados de 

genomas mitocondriais expandiram a diversidade de muitos grupos de carrapatos e 

revelaram cinco espécies enigmáticas. Através da mesma ferramenta metagenômica 

foram obtidos também sequências de nove espécies de bactérias patogenéticas e 

espécies potencialmente novas dentro do gênero Borrelia. Além desta abordagem de 

NGS prover novas informações sobre a diversidade genética de carrapatos e 

bactérias patogênicas através da análise do DNA mitocondrial, foi possível explorar a 

relação evolutiva entre carrapatos e suas bactérias associadas, revelando um padrão 

de relação de co-divergência de longo prazo entre carrapatos e as bactérias Rickettsia 

e Coxiella (76). 

Quando se trata de vírus de RNA o protocolo utilizado é o de RNA-Seq, que 

utiliza o RNA viral como base para a construção de uma biblioteca de DNA 

complementar, onde estarão presentes milhões de pequenos fragmentos de DNA, que 

então serão sequenciados. A abordagem de RNA-Seq pode ser utilizada de várias 

maneiras, Hoque e colaboradores (77) obtiveram através desta abordagem milhões 
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de reads que foram confrontadas com banco de dados virais. O resultado foi uma 

grande diversidade viral nas amostras de pacientes que eram negativos para a 

COVID-19. Em contrapartida, as amostras obtidas de pacientes que eram positivos 

para a doença mostraram a predominância de um gênero viral em específico, o gênero 

Betacoronavirus, gênero do SARS-Cov-2, causador da COVID-19. Através do RNA-

Seq, foi possível identificar que há diferenças importantes na diversidade da 

microbiota respiratória entre pacientes positivos e negativos para COVID-19. 

Wiederkehr e colaboradores (78), analisaram amostras fecais de três 

colônias, de 3 espécies endêmicas distintas de morcegos da Suíça, que foram 

coletadas ao longo de três anos e analisadas usando sequenciamento de última 

geração. Esta metodologia seguiu uma linha diferente da que vem sendo feita em 

outros estudos, onde o foco é definir a diversidade viral de uma determinada espécie 

em um ponto específico do tempo. Neste trabalho o objetivo foi acompanhar a 

diversidade viral destas colônias ao longo de um período de tempo. Foram 

encontradas sequências de 22 famílias diferentes de vírus, das quais 13 são 

conhecidas por infectar vertebrados. Adicionalmente, em uma colônia de Vespertilio 

murinus, as sequências de um Betacoronavirus relacionado ao MERS foram 

consistentemente detectadas ao longo de três anos consecutivos, o que permitiu 

investigar a evolução do genoma viral em um hospedeiro reservatório natural (78). 

Além disto, através do NGS é possível a identificação de vírus em amostras 

que anteriormente apresentaram-se negativas em outros métodos moleculares 

convencionais de identificação de material genético, como a PCR, por exemplo. Simas 

e colaboradores (79) detectaram, através da plataforma de NGS Illumina HiSeq 2500, 

coronavírus estreitamente relacionado filogeneticamente com o Porcine Epidemic 

Diarrhea Virus (PEDV), em 10 amostras de Tadarida brasiliensis, cujo 9 

apresentaram-se negativas na reação de PCR convencional para o gene conservado 

de coronavírus.  

 

 

1.3.2. Enriquecimento e pré tratamentos de amostras para NGS 

Para que as tecnologias de Sequenciamento de Nova Geração nos 

forneçam bons resultados é imprescindível realizar um bom tratamento das amostras, 

principalmente quando estas têm origem ambiental, não sendo oriundas de 
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isolamentos. Algumas tecnologias possuem o passo de amplificação da biblioteca de 

DNA antes do sequenciamento propriamente dito, como exemplo o NGS realizado 

pelas tecnologias da Ilumina® (80). Outras tecnologias, por sua vez, não 

necessariamente fazem a amplificação dos fragmentos, como o PacBIO® (81) e o 

MinION da Nanopore® (82). Por este motivo, trabalhos realizados para a obtenção de 

sequências em amostras ambientais buscam adicionar passos de amplificação 

anteriores ao NGS. Chzastek e colaboradores (83) trazem a metodologia de somar 

estes dois processos, amplificação e sequenciamento, para garantir um 

enriquecimento dos genomas virais e assim otimizar o diagnóstico nas amostras.  

Uma das técnicas utilizadas para esta amplificação é a dos Primers SISPA 

(Sequence-independent, single-primer amplification) que, traduzido para o português, 

significa Amplificação Independente de Sequência com Iniciador Único, ou seja, um 

primer que se liga em uma determinada sequência de nucleotídeos e a partir disto há 

a amplificação logarítmica de sequências. Essas sequências amplificadas terão 

sempre o mesmo início, onde o primer se anela, mas terão tamanhos moleculares 

diferentes, amplificando assim vários fragmentos distintos do genoma. Esta técnica 

vem sendo desenvolvida desde 1991, sendo o primeiro trabalho de Reys e Kim (84). 

Juntamente à técnica de Primer SISPA também existe a abordagem 

Touchdown, que consiste em uma corrida em termociclador com o objetivo de produzir 

bandas distintas e específicas de um genoma. A PCR Touchdown emprega uma 

temperatura de anelamento superior (5-10ºC) à temperatura de melting (Tm) do primer 

nos ciclos iniciais, então sofre uma redução progressiva de 1º ou 2º C por ciclo ou a 

cada dois ciclos. Essa redução se dá até alcançar a temperatura ideal do primer, a 

qual é mantida até o término do programa. A utilização de temperaturas de 

anelamento mais elevadas nos ciclos iniciais proporciona um aumento na 

especificidade da reação, entre o primer e a sequência, sem prejudicar o rendimento 

do produto amplificado (85). 

A soma de todas estas abordagens, Primer SISPA, PCR Touchdown, 

juntamente com um bom tratamento das amostras ambientas, fazendo-se uso de 

DNases e RNases, filtragem do conteúdo coletado, entre outros procedimentos, 

podem garantir um melhor resultado no NGS e classificações mais fidedignas. 
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2. OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve três objetivos gerais: 

1º) Disponibilizar o genoma completo do vírus da Hepatite Murina estirpe 3 (MHV-3), 

um Coronavírus, gênero Betacoronavirus, para ser utilizado como modelo de trabalho 

para o SARS-CoV-2; 

2º) Fornecer novas abordagens no que diz respeito ao método de amplificação de 

fragmentos genômicos utilizando Primer Independente de Sequência; 

3º) Identificar agentes virais, utilizando a técnica de Metagenômica (Sequenciamento 

de Nova Geração) de suabes orais e retais colhidos de morcegos de diferentes 

espécies, assintomáticos, de áreas próximas a Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), na cidade de Rio Claro-SP.  

 

2.1.  Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos deste trabalho foram: 

• Montagem do genoma completo do vírus da Hepatite Murina estirpe 3 (MHV-3) 

através de PCR convencional e Sequenciamento de Sanger; 

• Padronização de Protocolo de PCR convencional utilizando Primers SISPA; 

• Estimar a diversidade e a abundância dos agentes virais identificados; 

• Analisar a diversidade viral existente em cada microárea, levando em conta a sua 

localização; 

• Busca por agentes de importância para a Saúde Única. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Parte 1: Sequenciamento Completo do vírus MHV-3 

 

O vírus da hepatite murina (MHV-3) foi cultivado em garrafas de células da 

linhagem L-929, linhagem de células de fibroblastos de camundongo (ATCC CCL-1) 

no Laboratório de Virologia e Biotecnologia Aplicada (VirBio) do Instituto de Biologia 

da Unicamp. Em seguida foi realizada a extração do RNA viral a partir do 

sobrenadante do cultivo (proveniente de centrifugação a 2000 rpm por 10 minutos) 

utilizando o kit QiAMP RNA viral Minikit (Qiagen®). O RNA extraído passou pelo 

protocolo de Transcrição Reversa, para a obtenção do DNA complementar, utilizando 

o High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Byosistems®), de acordo com 

as recomendações do fabricante. Para sequenciar todo o genoma viral, que possui 

aproximadamente 36 mil pares de bases, foram desenhados primers alvo específicos 

para 36 regiões distintas do genoma, gerando fragmentos de 1000 pb. O desenho dos 

primers foi feito através da ferramenta Primal Scheme (86), baseado no genoma 

publicado por Spiro e colaboradores (87) objetivando produzir amplicons sobrepostos 

(técnica de overlapping). Os primers então foram utilizados em 36 PCRs alvo-

específicas, que produziram amplicons que foram purificados com o ExoSAP-IT 

Express PCR product cleanup reagent. Em seguida, as amostras purificadas foram 

enviadas para Sequenciamento de Sanger no Laboratório Central de Tecnologias de 

Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD), na Unicamp. Após a chegada dos 

resultados de sequenciamento foi feito a montagem do genoma através de 

sobreposições entre os fragmentos. As sequências dos 36 pares de primers 

desenhados se encontra na Tabela 1. 

  



31

Tabela 1. Primers usados para o sequenciamento completo do genoma do vírus 
MHV-3. Cada fragmento gerado continha 1000pb. 
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3.2. Parte 2: Padronização de Protocolo utilizando Amplificação de iniciador 

único independente de sequência (SISPA) 

 

Com o objetivo de otimizar as amostras de RNA extraído para o protocolo 

de Metagenômica, foi desenvolvido um protocolo utilizando primers SISPA. Foram 

utilizados para esta padronização uma amostra contendo isolado de MHV-3 e uma 

amostra positiva para SARS-CoV-2, proveniente de paciente positivo para COVID-19. 

O protocolo de Schirtzinger, de 2015 (88), foi utilizado como base. Ele se inicia 
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realizando o tratamento das amostras com a Baseline ZERO DNase (Lucigen®), 

seguindo as recomendações do fabricante. 

Após o tratamento com DNase do RNA extraído as amostras foram 

purificadas com AMPure XP Beads. Em seguida foi realizada reação para obter a 

primeira fita de cDNA, utilizando o Superscript III First Strand Synthesis System (Life 

Technologies®). O mix da reação continha 1 µL do Primer FR20RV-12N (100 µM) 

(GCCGGAGCTCTGCAGATATCNNNNN), 1 µL de dNTP (10 mM), 8 µL do RNA 

extraído. A corrida em termociclador foi de 65 °C por 5 min. O segundo passo para a 

transcrição reversa foi adicionar um MasterMix final ao tubo. Este MasterMix continha: 

2µL de 10X RT buffer, 4 µL de MgCl2 (25mM), 2 µL de DTT (0.1M), 1 µL de RNase 

Out (40 U/µl) e 1 µL de Superscript III RT enzyme, totalizando volume final no tubo de 

20 µL. A corrida em termociclador foi de 25 °C por 10 minutos, 50 °C por 50 minutos 

e 95 °C por 5 minutos. Por último, foi adicionado 1 µL de RNase H ao tubo, na 

temperatura de 37 °C por 20 minutos. 

Para a obtenção da segunda fita do cDNA foram adicionados 5 µL de 5X 

Sequenase buffer e 0,3 µL de Sequenase enzyme. Em temociclador os ciclos 

realizados foram: 4 °C por 2 min, 10 °C por 2 min, 15 °C por 2 min, 20 °C por 2 min, 

25 °C por 2 min, 30 °C por 2 min, 35 °C por 2 min, 37 °C por 30 min. Ao final do 

protocolo de transcrição reversa uma nova purificação com AMPure XP Beads foi 

realizada. 

Em seguida, testes de Amplificação utilizando o primer SISPA FR20RV 

(GCCGGAGCTCTGCAGATATC) foram realizados buscando a obtenção de bandas 

de tamanhos moleculares distintos. O primeiro teste de amplificação foi realizado 

utilizando o protocolo original de E. Schirtzinger (88), que consistia em um Mix de 

reagentes sem Cloreto de Magnésio (MgCl2) e termociclagem com desnaturação 

inicial de 95 ºC por 2 minutos, 40 ciclos de 95 ºC por 30 segundos, 60 ºC por 1 minuto 

e 72 ºC por 90 segundos, e extensão final de 72 ºC por 5 minutos.  

O segundo teste consistiu em um aumento no intervalo de desnaturação 

inicial das fitas, de 2 minutos para 10 minutos, seguindo o protocolo de Rosseel et al. 

(89). Adicionalmente foi realizado um teste de anelamento do primer SISPA FR20RV 

com as seguintes temperaturas: 48 ºC, 54 ºC, 60 ºC e 65 ºC. Foi incluído ao mix da 
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reação o Cloreto de Magnésio (MgCl2) a 2mM, visto que este reagente funciona como 

um co-fator para a ação da enzima Taq Polimerase, aumentando a eficiência desta. 

O terceiro teste consistiu em uma corrida em termociclador seguindo a abordagem de 

Touchdown, que consistiu em desnaturação inicial de 10 min, 15 ciclos onde a 

temperatura de anelamento foi reduzida 1 ºC por ciclo, de 65ºC até os 50 ºC, e 

posteriormente 35 ciclos com temperatura de anelamento a 65 ºC.  

 

Todos os testes foram realizados com dois volumes de cDNA amostral no 

Mix da Reação, sendo de 2,5 µL e 5,0 µL, para observar se o volume de material 

genético poderia gerar bandas de intensidades diferentes. Os produtos destas PCRs 

foram submetidos à corrida em gel de agarose 1,5%, com brometo de etídio (10 

mg/mL), a 400 mA, 120V por 50 minutos. A visualização das bandas geradas pelas 

reações no termociclador foi feita através do equipamento GelDoc Go Gel Imaging 

System (Bio-Rad®). 
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Na Tabela 2 encontram-se os protocolos de Mix e Termociclagem utilizados 
em cada um dos testes.  

Tabela 2. Protocolos utilizados para a padronização da reação com SISPA primers 

 Mix da Reação de PCR Termociclador Protocolo 

Teste 1 

Água: 37 µL; 
10x Tampão de Reação: 5µL; 

dNTP (2,5 mM): 4 µL; 
Primer FR20RV (10uM): 1 µL 
rTaq DNA Polimerase: 0,5 µL 

 
95°C 2 min 
40 ciclos de 
95°C 30 seg 
60°C 60 seg 
72°C 90 seg 
72°C 5 min 

 

 
Sample Prep - 
Metagenomics 

Hause SOP by E. 
Schirtzinger (87) 

Teste 2 

Água: 32,5 uL; 
10x Tampão de Reação: 5 µL; 

dNTP (2,5 mM): 4 µL; 
Primer FR20RV (10uM): 1 µL; 

MgCl2 (2mM): 2 µL; 
rTaq DNA Polimerase 0,5 µL 

 
95°C 10 min 
40 ciclos de 
95°C 1 min 

Teste de gradiente 
(48, 54, 60 e 65°C) 

por 2 min 
72°C 2 min 

72°C 10 min 
 

Rosseel et al., 2011 
(89) 

Teste 3 

Água: 32,5 µL; 
10x Tampão de Reação: 5 µL; 

dNTP (2,5 mM): 4 µL; 
Primer FR20RV (10uM): 1 µL; 

MgCl2 (2mM): 2 µL; 
rTaq DNA Polimerase 0,5 µL 

95 °C 10 min; 
15 ciclos de 96 °C 
por 5 seg, 65 °C por 
8 seg (-1 °C /ciclo) e 

72 °C por 15 seg; 
35 ciclos de 96 °C 
por 5 seg, 65 °C por 
8 seg e 72 °C por 15 

seg. Término com 
72 °C por 10 min 

 

Abordagem 
Touchdown 

(85) 

 

 

3.3. Parte 3: Amostragem de quirópteros capturados no estado de São Paulo 

 

3.3.1. Captura de morcegos e colheita de amostras 

As capturas dos morcegos ocorreram no município de Rio Claro, SP, no 

campus da Universidade Estadual Paulista, área periurbana (47°32'40"O, 

22°23'47"S), com licença do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis - Ibama n. 32486-4 e na Floresta Estadual Edmundo Navarro de 

Andrade, área rural (47°31'30"O, 22°24'53"S), com licença do Ibama n. 40681-2 pelo 

Biólogo Fábio André Facco Jacomassa, no período de maio de 2014 a abril de 2015. 
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Foram utilizadas redes de neblina de diferentes tamanhos (12 × 2,5 m, 9 × 2,5 m, 6 × 

2,5 m e 3 × 2,5 m), adequando-se às situações (áreas abertas ou interior de 

edificações) em média a 0,2 m do chão, bem como diferentes esforços amostrais 

(estes foram por demanda e ocasionais) (Figura 6). Estas foram abertas no 

entardecer e fechadas cerca de quatro horas depois, sendo revisadas a cada hora, 

independentemente do tempo utilizado para realizar a revisão anterior. Quando 

pertinente, nos abrigos, os morcegos foram capturados também com uso de puçás. 

Após a remoção das redes ou dos puçás os animais formam mantidos em sacos de 

algodão numerados até serem triados. Nas triagens além de identificados de acordo 

com Gardner (90), receberam um anel metálico numerado no antebraço e tiveram 

suas informações morfométricas e biológicas (sexo, idade e estado reprodutivo) 

anotadas, finalizando com coleta de amostras de suabes traqueais e retais antes de 

serem liberados. Foram coletados cerca de 60 suabes orotraqueais e retais, que foram 

transportados em gelo até o Laboratório de Virologia e Biotecnologia Aplicada (VirBio), 

no Departamento de Genética, Evolução Microbiologia e Imunologia, do Instituto de 

Biologia, Unicamp e armazenados em meio MEM a -80 ºC. 

 

Figura 6. Morcego da família Phyllostomidae preso à rede de neblina. Arquivo pessoal 

do Professor Fábio André Facco Jacomasa. 

3.3.2. Agrupamento dos suabes em pools 
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As coletas foram realizadas em diferentes áreas da região periférica à 

Universidade Estadual Paulista (UNESP) na cidade de Rio Claro-SP. Estes suabes 

foram posteriormente agrupados em três pools distintos, usando como critério sua 

área geográfica. O primeiro pool agrupa os suabes coletados em áreas mais 

urbanizadas e próxima a edificações. O segundo pool consiste nos suabes coletados 

em áreas próximas ao Horto da UNESP e a um lago. O terceiro pool agrupa os suabes 

coletados em áreas mais afastadas das edificações e urbanização, próximas somente 

a uma trilha de terra. O Quadro 1 mostra a classificação dos pools e as coordenadas 

de cada área e a Figura 7 indica a localização geográfica de cada pool.  
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Quadro 1. Agrupamento das áreas de coleta em pools e suas coordenadas. 

 LOCAL COORDENADAS 

Pool 1 

Demac/Unesp 
22° 23' 32.93" S, 

47° 32' 36.20" W 

Próximo a Torre 
22° 23' 58.16" S, 

47° 31' 49.82" W 

Pool 2 

Ponto 2 – Horto 
22° 25' 02.07" S, 

47° 31' 21.58" W 

Ponto 3 – Horto 
22° 25 '02.22" S, 

47° 31' 11.90" W 

Casa do Lago – Horto 
22° 24 '43.26" S, 

47° 31' 29.30" W 

Trilha da Coleção 
22° 24' 32.57" S, 

47° 31' 21.81" W 

Figueira 
22° 24' 53.24" S, 

47° 31' 17.35" W 

Pool 3 

Trilha da Jaguatirica 
22° 25' 0.73 "S, 

47° 30' 28.06" W 

Trilha dos 9 Km 
22° 24' 19" S, 

47° 30' 37" W 
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Figura 7. Localização de cada área de coleta e seu agrupamento em pools. Cidade 

de Rio Claro, estado de São Paulo, Brasil. Mapa a partir do software Google Earth.  

 

3.3.3. Extração de RNA Viral 

Foi realizada a extração individual do RNA Viral dos suabes anteriormente 

armazenados em – 80 ºC utilizando o QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen®, USA), 

conforme as instruções do fabricante.  

Após a extração mediu-se a concentração individual das amostras (ng/µL) 

e seu grau de pureza através das relações 260/280 e 260/230 utilizando o 

equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific®). Foram feitos três pools 

equimolares das amostras, o Pool 1 contendo 11 amostras, o Pool 2 contendo 26 e o 

Pool 3 contendo 23 amostras. 

 

3.3.4. PCR convencional para o gene RdRp – rastreamento direto de 

Coronavirus  

Foram utilizados 10 µL do RNA extraído de cada amostra com a finalidade 

de se obter DNA complementar para uma reação de Nested-PCR, segundo o 

protocolo de Chu et al. (91) tendo como alvo o gene RdRp, presente em todos os vírus 



40

da família Coronaviridae. O protocolo de cDNA foi realizado utilizando o High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®) conforme recomendações do 

fabricante. Para a visualização das bandas, os amplicons de PCR foram submetidos 

à corrida em gel de agarose 1,5%, 100V, 440mA por 40 minutos com intercalante de 

DNA Brometo de Etídeo (10 mg/mL) através do equipamento GelDoc Go Gel Imaging 

System (Bio-Rad®). 

 

3.3.5. Tratamento do RNA para NGS 

Após a extração do RNA Viral foi realizado um tratamento com DNAse 

Baseline Zero (Lucigen Biosearch Technologies®, USA) em cada um dos pools. Para 

o Pool 1 a reação teve volume final de 200 µL, sendo 74 µL de RNA da amostra, 

solução tampão 10X Baseline ZERO™ DNase Reaction Buffer (100 mM Tris HCl (pH 

7.5), 25 mM MgCl2, e 5 mM CaCl2) e 1 MBU de Baseline-ZERO DNase. No Pool 2 

foram utilizados 184 µL da amostra e os mesmos reagentes, totalizando 300 µL. No 

Pool 3 foram utilizados 128 µL da amostra, os mesmos reagentes, num volume total 

de 300 µL. Após a homogeneização, a reação foi incubada a 37 ºC por 30 minutos. 

Em seguida uma solução de parada (DNase Stop Solution: 30 mM EDTA) foi 

adicionada e os tubos foram incubados a 65 ºC por 10 minutos. Após a realização do 

tratamento utilizando DNAse foi feita uma purificação dos Pools utilizando-se a 

Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter Life Sciences®, USA), seguindo as 

recomendações do fabricante.  

 

3.3.6. Sequenciamento de Nova Geração (NGS) 

As amostras, após tratamento com DNAse, foram encaminhadas ao 

Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida 

(LaCTAD) (UNICAMP) para avaliação de integridade do RNA utilizando-se o 

equipamento BioAnalyzer modelo 2100 da marca Agilent®. Após esta avaliação 

realizou-se o procedimento de sequenciamento RNA-Seq em HiSeq 2500 Sequencing 

System – Illumina®. Foi preparada uma biblioteca de RNA, conforme instruções do 

fabricante (Illumina®) e posteriormente realizada a corrida paired-end 2x100pb em 1 

lane. 
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3.3.7. Análises in silico 

As sequências geradas foram analisadas em duas plataformas distintas. A 

primeira plataforma utilizada foi o servidor online Galaxy, que disponibiliza diversos 

programas para tratamento de reads e montagem de genomas, de forma rápida e 

gratuita. As reads de cada pool foram filtradas de acordo com a qualidade do 

sequenciamento, baseando-se na escala Phered, e seus adaptadores foram retirados 

utilizando software Trimmomatic (92). Essas etapas foram monitoradas por meio do 

software FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). A 

montagem denovo da biblioteca de RNA foi realizada utilizando o programa 

MetaSPAdes (93). Os outputs dessa análise foram arquivos em contigs e scaffolds. 

As scaffolds resultantes de cada montagem foram utilizadas como input no programa 

Kraken2 (94) que realiza a classificação taxonômica com abordagem baseada em k-

mer para classificar as leituras comparando-as com um banco de dados de referência 

de genomas e sequências microbianas. O banco de dados utilizado para a 

comparação foi o “Prebuilt RefSeq indexes: Viral (Versão de 2022)”. As k-mers são 

subsequências de comprimento k. Cada programa divide as sequências de entrada 

em k-mers e, em seguida, procura por correspondências no banco de dados. Com 

base nessas correspondências, o Kraken2 atribui identificações taxonômicas às 

sequências de entrada. Cada banco de dados do Kraken2 divide as k-mers de uma 

forma, em um comprimento distinto. A versão “Prebuilt indexes Viral” do Kraken2 

utiliza k-mers de tamanho 35. 

A segunda plataforma utilizada para análise das reads foi o servidor online 

Genome Detective que possui um banco de dados viral para comparação utilizando o 

software Centrifuge (95). O Centrifuge também é baseado em k-mers e faz a 

classificação taxonômica das reads em poucos minutos.  

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Figura 8: Ilustração da divisão das reads provenientes do NGS em subsequências de 

tamanho K (k-mers) por Zhao et al. (96). 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Parte 1: Sequenciamento do genoma Completo do vírus MHV-3 

O sequenciamento do genoma completo do vírus da hepatite murina estirpe 

3 (MHV-3) foi realizado e o produto deste trabalho encontra-se depositado no 

GenBank com número de acesso MW620427.1. Um dos géis de agarose feitos para 

visualização dos fragmentos de 1000 pb gerados pelos primers desenhados se 

encontra na Figura 9. 
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Figura 9: Eletroforese em gel de Agarose 1,5% para confirmação de banda de 

1000pb. Par de primers:  MHV-3-1-LEFT e MHV-3-1-RIGHT.  

 

4.2. Parte 2: Padronização do Protocolo com SISPA primers 

A análise em eletroforese mostrou que, para o Teste 1, seguindo o 

protocolo original de E. Schirtzinger (87), não houve a amplificação de bandas, nem 

dos controles (SARS-CoV-2 e MHV-3) nem dos pools de RNA (Figura 10).  

 

Figura 10. Gel de agarose 1,5% do Teste 1, referente ao protocolo original de E. 
Schirtzinger (88) 

 

O gel de agarose referente ao Teste 2 mostrou que a desnaturação inicial 

com intervalo de 10 minutos e a temperatura de anelamento de 65 ºC foram mais 

efetivas na reação (Figura 11). 
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Figura 11. Gel agarose 1,5% do Teste 2, baseado no protocolo de Rosseel et al. (89). 

 

Os resultados referentes ao Teste 3, seguindo a abordagem de 

amplificação em Touchdown, mostraram a formação de bandas de diferentes 

tamanhos e com uma boa intensidade no gel de agarose, tanto para o controle de 

MHV-3, quanto para o controle de SARS-CoV-2 (Figura 12). Para os pools de RNA 

referentes às amostras de morcego as bandas não ficaram bem definidas, como 

mostra a Figura 13. 

.  
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Figura 12. Gel agarose 1,5% do Teste 3, utilizando a abordagem de Touchdown. A. 

Controle positivo de MHV-3. B. Controle positivo de SARS-CoV-2. Br= Branco, refere-

se ao controle negativo da reação. MgCl2 = Cloreto de Magnésio a 2mM.  
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Figura 13. Gel agarose 1,5% referente ao protocolo Touchdown, resultante do Teste 

3, com as amostras dos Pools 1, 2 e 3. O controle positivo utilizado foi amostra de 

Sars-CoV-2. O controle negativo foi água ultrapura. 

 

Observou-se que, independentemente do volume, as bandas possuíam 

intensidades semelhantes no gel, sendo assim, optamos por utilizar o volume de 2,5 

µL de cDNA, assim mais protocolos podem ser realizados com a mesma amostra de 

cDNA. No Item 8.10, presente no Apêndices, encontram-se os valores, mensurados 

em Nanodrop®, da quantificação em ng/µL, razões de pureza 260/280 e 260/230 de 

cada uma das amostras utilizadas nos testes de padronização. 

Em suma, o protocolo contendo MgCl2 no Mix de Reagentes, o protocolo 

de ciclagem seguindo a técnica de Touchdown e o volume de cDNA no mix final de 

2,5 µL demonstraram serem boas estratégias ao se trabalhar com Primers SISPA, 

objetivando fragmentos moleculares de tamanhos distintos em amostras contendo um 

único genoma viral visto que, nas amostras controle (MHV-3 e SARS-CoV-2) obteve-

se o resultado esperado. Já nas amostras com os Pools não houve uma boa 

amplificação. Devido a este resultado os Pools contendo o RNA dos morcegos foram 

enviados apenas até o passo de Purificação para a realização do RNA-Seq. 

 

4.3. Parte 3: Amostragem de quirópteros capturados no estado de São Paulo 

 

4.3.1.  Espécies de quirópteros capturados 

Dentre o período de captura dos morcegos foram identificadas, de acordo 

com Gardner (90), as seguintes espécies: 13 espécimes de Carollia perspicillata; 12 
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espécimes de Artibeus lituratus; 5 espécimes de Sturnira lilum; 1 espécime de Artibeus 

fimbriatus; 1 espécime de Micronycteris megalotis; 1 espécime de Glossophaga 

soricina e 1 espécime de Anoura caudifer. Todas as espécies pertencem à família 

Phyllostomidae (Tabela 3). 

As amostras de RNA individuais dos morcegos capturados se mostraram 

negativas para a PCR alvo-específica para o gene RdRp. Portanto, não houve 

indicativos de que os animais portavam vírus da família Coronaviridae. 

Tabela 3. Espécies de morcegos e gildas alimentares. Guildas = G; f = frugívoro; 
n = necatarívoro; i = insetívoro. 

Espécies G 

 Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) F 

 Anoura caudifer (È. Geoffroy,1818) n 

 Glossophaga soricina (È. Geoffroy,1810) n 

 Micronycteris megalotis (Gray, 1842) i 

 Artibeus fimbriatus (Gray, 1838) f 

 Artibeus lituratus (Olfers, 1818) f 

 Sturnira lilium (È. Geoffroy,1810) f 

Ordenamento segue ‘Abreu EF, Casali D, Costa-Araújo R, Garbino GST, Libardi GS, Loretto D, Loss 
AC, Marmontel M, Moras LM, Nascimento MC, Oliveira ML, Pavan SE, & Tirelli FP. 2022. Lista de 
Mamíferos do Brasil (2022-1) [Data set]. Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.7469767’ e as guildas 
‘Reis, N.R., A.L. Peracchi, W.A. Pedro and I.P. Lima. 2007. Morcegos do Brasil. Londrina, PR, Brasil. 
253 p.’ 

 

 

4.3.2. Reads obtidas em cada pool através do NGS 

Por meio do sequenciamento de nova geração RNASeq, realizado nos 3 

pools de amostras, obteve-se um total de 10.540.564 reads na amostra do Pool 1 

sendo 71,96% com índice de qualidade superior a 30 na escala Phred. No Pool 2 

foram 3.200.332 reads sendo 82,84% com bom índice de qualidade. E por último, no 

Pool 3 foram 21.377.090 reads, sendo 82,89% com bom índice de qualidade. 
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A escala Phred é utilizada para avaliar a qualidade das sequências de DNA 

obtidas por técnicas de sequenciamento. A escala atribui um valor de qualidade (Q) 

para cada base sequenciada, indicando a probabilidade de erro no sequenciamento 

da base, quanto maior o valor Q, melhor a qualidade da base. Por exemplo, um valor 

Q de 30 indica uma probabilidade de 1 em 1.000 de erro. Portanto, valores de Q mais 

altos correspondem a sequências de maior qualidade (97).  

O procedimento de montagem das reads para a obtenção de contigs e 

scaffolds foi realizado utilizando o programa MetaSPAdes, obtendo-se 9983, 7273 e 

9820 scaffolds para os Pools 1, 2 e 3, respectivamente. 

As Tabelas 4 e 5 mostram o número total de reads e o número final das 

mesmas, analisadas pelos programas disponíveis na plataforma Galaxy e na 

plataforma Genome Detective. 
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Tabela 4. Número de reads obtidas através do RNA-Seq montagem de novo utilizando o servidor Galaxy. 

 

 

*tamanho médio das scaffolds: 3400pb
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Tabela 5. Número de reads obtidas através do RNA-Seq e leitura no software Centrifuge (Genome Detective). 
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4.3.3. Análise descritiva da diversidade Viral identificada pelo Centrifuge 

Submetendo-se as reads trimadas através do Trimmomatic no servidor 

online do Genome Detective foi possível obter uma classificação taxonômica frente a 

um banco de dados “Default Viral Analysis”. Nos três pools foram identificadas reads 

com similaridade com vírus do gênero Gammaretrovirus, como o Vírus do sarcoma 

murino e o Vírus da leucemia murina de Moloney, sendo considerados elementos 

retrovirais endógenos. Vírus relacionados à fagos também foram identificados, sendo 

os fagos de Escherichia coli (Traversivirus P27, Wadgaonvirus wv5004651, 

Enterobacteria phag) os mais abundantes. Fagos de Streptococcus foram 

identificados no Pool 2. Também foram identificados vírus comumente encontrados 

na microbiota de morcegos, devido a sua dieta insetívora/frugívora, como o 

Streptococcus phage 20617; Enterococcus phage EF62phi e Ocimum basilicum RNA 

virus 2. Na Tabela 6 observa-se as classificações obtidas para cada pool. 
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Tabela 6. Classificação Viral no software Centrifuge, frente ao banco de dados Default 

Viral Analysis, para os Pools 1, 2 e 3. Os nomes de cada vírus estão de acordo com 

a nomenclatura dada pelo banco de dados Viral depositado no Centrifuge. 

 Pool 1 Pool 2 Pool 3 

Elementos 
Retrovirais 
Endógenos 

Baboon endogenous 
virus strain M7; 

 
Finkel-Biskis-Jinkins 

murine sarcoma 
vírus; 

 
Abelson murine 
leukemia virus 

 

Harvey murine 
sarcoma vírus; 

 
Finkel-Biskis-Jinkins 

murine sarcoma 
vírus; 

 
Moloney murine 
leukemia vírus; 

 
RD114 retrovirus 

 

Finkel-Biskis-Jinkins 
murine sarcoma 

vírus; 
 

Baboon endogenous 
virus strain M7; 

 
Abelson murine 
leukemia virus; 

 
Desmodus rotundus 

endogenous 
retrovírus; 

RD114 retrovirus; 
 

Rous sarcoma virus 
 

Bacteriófagos 

Traversvirus P27; 
 

Wadgaonvirus 
wv5004651; 

 
Enterobacteria 

phage P7 
 

Streptococcus 
phage SMP; 

 
Streptococcus 
phage IPP54; 

 
Streptococcus 
phage MM1 

 

Não detectado 

Presentes na 
Microbiota normal 

de quirópteros 

Streptococcus 
phage 20617 

 

Enterococcus phage 
EF62phi 

 

Ocimum basilicum 
RNA virus 2; 

 

 

 

4.3.4. Diversidade Viral identificada pelo Kraken2 utilizando banco de dados de 

genomas virais 

 

As análises do programa Kraken2 para a classificação taxonômica foram 

realizadas a partir das scaffolds montadas pelo programa metaSPAdes. Estas 

scaffolds foram confrontadas com um banco de dados viral do próprio Kraken2. 

Evidenciou-se, nos três pools, que poucas scaffolds foram classificadas, sendo a sua 
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maioria disposta como “Unclassified”. O número de scaffolds classificadas foram 

62/9983, 46/7273 e 69/9820, para os pools 1, 2 e 3, respectivamente. 

Foram identificados elementos retrovirais endógenos como Woolly monkey 

sarcoma vírus, Snyder-Theilen feline sarcoma vírus e outros Gammaretrovirus não 

classificados. Dois vírus relacionados à dieta insetívora/frugívora dos morcegos foram 

classificados, sendo eles o Pepper chlorotic spot vírus (parasita de plantas) e o Agrotis 

segetum nucleopolyhedrovirus B (parasita de insetos). O vírus Shamonda 

orthobunyavirus, responsável por infectar gado bovino, foi identificado nos 3 pools. 

Vírus que infectam bactérias, como vários fagos de Escherichia coli (Enterobacteria 

phage P7; Enterobacteria phage f1; Escherichia phage DE3; Escherichia phage 

500465-1; Inovirus M13; Traversivirus P27) e fagos de possível importância para a 

área médica como o Felsduovirus, fago de Salmonella entérica subsp. Entérica 

serovar Typhimurium; Serratia phage Muldoon, fago que infecta Serratia marcescens, 

bactéria gram-negativa pertencente à família Enterobacteriaceae e o Proteus phage 

VB_PmiS-Isfahan fago da bactéria Proteus mirabilis, foram identificados.

Na Tabela 7 encontram-se as classificações obtidas para cada pool. 
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Tabela 7. Classificação Viral das scaffolds através do software Kraken2, frente ao 

banco de dados “Prebuilt RefSeq indexes: Viral (Versão de 2022)”, para os Pools 1, 2 

e 3. Os nomes de cada vírus estão de acordo com a nomenclatura dada pelo banco 

de dados Viral depositado no Kraken2. 

 Pool 1 Pool 2 Pool 3 

Elementos 
Retrovirais 
Endógenos 

Gammaretrovirus; 
 

Woolly monkey 
sarcoma virus 

 

Gammaretrovirus; 
 

Woolly monkey 
sarcoma virus 

 

Gammaretrovirus; 
 

Woolly monkey 
sarcoma vírus; 

 
Snyder-Theilen 

feline sarcoma vírus 
 

Bacteriófagos 

Enterobacteria 
phage P7; 

 
Enterobacteria 

phage f1; 
 

Escherichia phage 
DE3; 

 
Serratia phage 

Muldoon; 
 

Proteus phage 
VB_PmiS-Isfahan 

 

Proteus phage 
VB_PmiS-Isfahan; 

 
Corynebacterium 

phage Darwin; 
 

Escherichia phage 
500465-1; 

 
Escherichia phage 

DE3; 
 

Inovirus M13; 
 

Enterobacteria 
phage P7 

 

Enterobacteria 
phage P7; 

 
Traversivirus P27; 

 
Escherichia phage 

DE3; 
 

Felsduovirus; 
 

Proteus phage 
VB_PmiS-Isfahan; 

 
Corynebacterium 

phage Darwin 
 

Presentes na 
Microbiota normal 

de 
quirópteros 

Agrotis segetum 
nucleopolyhedrovirus 

B 

Agrotis segetum 
nucleopolyhedrovirus 

B 

Pepper chlorotic 
spot vírus 

 

 

4.3.5. Diversidade Viral em cada Pool 

A maioria dos vírus classificados tanto pelo Kraken2 quanto pelo Centrifuge 

foram encontrados nos três pools, com exceção de Serratia phage Muldoon fago da 

bactéria Serratia marcescens, identificado apenas no Pool 1; no Pool 2 foi descrito a 

presença de fagos de Streptococcus, sendo o Streptococcus phage MM1 e o 

Streptococcus phage IPP54 vírus que infectam Streptococcuspneumoniae, bactéria 

de grande importância médica, causadora da pneumonia e meningite. O 
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Streptococcus phage SMP também foi identificado no Pool 2, fago que infecta S. suis.  

Felsduovirus (fago de Salmonella entérica subsp. Entérica serovar Typhimurium) 

esteve presente somente no Pool 3. 

 

5. DISCUSSÃO 

5.1.  Genoma Completo do vírus MHV-3 
 

As atividades realizadas durante o período, com o sequenciamento 

completo do genoma do vírus da Hepatite Murina (MHV-3) se mostram importantes 

para estudos sobre a COVID-19 visto que o MHV-3, do gênero Betacoronavirus, 

pertence ao mesmo gênero do SARS-CoV-2. Este trabalho foi realizado visando dar 

suporte aos estudos sobre o SARS-CoV-2, já que o MHV-3 pode ser utilizado como 

vírus modelo em laboratórios de NB-2 (nível de Biossegurança 2) (98, 99, 100). Nosso 

trabalho auxiliou em outros estudos e desde de 2021 foi citado em oito publicações 

até o momento, entre elas a de Freitas et al (101), Choi et al. (102), Hefler et al. (103). 

O produto deste trabalho foi o segundo genoma completo de MHV-3 depositado na 

plataforma GenBank e o primeiro da América Latina, trazendo informações 

atualizadas do primeiro genoma depositado em 2009 por Spiro et al. (87). O artigo 

publicado em 2021 através da revista científica Microbiology Resource 

Announcements pode ser consultado através do doi: 

https://doi.org/10.1128/mra.00248-21 (104).  

 

5.2. Protocolo de Amplificação utilizando Primer SISPA (Sequence-independent, 

single-primer amplification) 

Segundo Chrzastek et al. (83), para realizar uma boa análise de amostras 

ambientas a ideia seria utilizar os Primers SISPA e o NGS para enriquecimento do 

genoma viral e detecção de diferentes vírus nas amostras, principalmente no quesito 

de diagnóstico. Estudos anteriores utilizaram este conjunto de técnicas para detecção 

de vírus influenza (105), novos mink astrovirus (106), paramyxovirus (107), assim 

como estudos mais recentes como o de Brinkmann et al. (108) que fizeram uso do 

primer SISPA juntamente com a tecnologia da Nanopore® e detectaram patógenos 
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virais transmitidos por carrapatos e Di Profio et al. (109) que exploraram o viroma 

entérico de gatos para compreender melhor a enfermidade de gastroenterite aguda. 

Porém, seguindo a mesma abordagem utilizando os Pools de RNA 

proveniente dos morcegos capturados neste trabalho não houve amplificação de 

fragmentos de tamanhos distintos. Algumas hipóteses podem ser levantadas para 

explicar este resultado, sendo elas: presença de grande diversidade da população 

presente nas amostras; excesso de DNA complementar em cada pool; template muito 

fragmentado, ou ainda, que a estratégia Touchdown pode se inserir melhor no 

contexto de amplificação de grandes fragmentos de uma amostra única. Sendo assim 

o protocolo com o Primer SISPA não foi aplicado para os Pools. Porém este protocolo 

se mostrou muito eficaz para a Amplificação de fragmentos distintos em uma única 

corrida em termociclador e produção de vários fragmentos de um mesmo genoma 

(sem alvo especifico); Estes fragmentos podem ser enviados para posterior 

sequenciamento e permitir a análise de diferentes regiões de um genoma viral. Neste 

contexto o Protocolo de Amplificação com primer SISPA pode proporcionar a 

produção de genomas virais completos, nos levando a ter uma melhor compreensão 

da natureza dos vírus (como se ele se replica, sua patogenicidade, etc), o que facilita 

o diagnóstico de doenças e o combate a elas de forma eficaz. 

 

5.3. Diversidade viral identificada nas amostras de morcegos 

Visando identificar diversidade viral nos morcegos capturados na cidade de 

Rio Claro foi possível observar através do NGS resultados interessantes. Foram 

identificados vários vírus comumente descritos em morcegos através da técnica de 

Metagenômica, entre eles Serratia phage Muldoon, bacteriófago que parasita a 

bactéria Serratia marcescens. Esta bactéria já foi descrita na microbiota de morcegos 

da Mata Atlântica brasileira, por Claudio et al. (110). O vírus Serratia phage Muldoon 

foi identificado apenas no Pool 1, que contém as amostras coletadas mais próximas a 

edificações humanas possivelmente existindo uma proximidade entre a bactéria S. 

marcescens e os humanos deste local de coleta.  

Identificou-se uma grande variedade de bacteriófagos nos três pools, entre 

eles muitos que parasitam a bactéria Escherichia coli, tanto nas classificações do 
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Centrifuge quanto nas do Kraken2. Este resultado já era esperado visto que esta 

bactéria faz parte da microbiota intestinal dos morcegos, sendo descrita em vários 

trabalhos semelhantes (77, 111). Outros bacteriófagos identificados que chamaram a 

atenção foram os que parasitam a bactéria Streptococcus pneumoniae, sendo eles o 

Streptococcus phage IPP54 e o Streptococcus phage MM1. Estes dois fagos foram 

identificados apenas no Pool 2 pelo software Centrifuge. O Pool 2 refere-se a 

microárea mais próxima ao Horto e ao lago localizado próximo, tendo um fluxo 

considerável de pessoas, apesar de estar mais afastado de edificações. Não foram 

descritos ainda na literatura a presença destes fagos, assim como da bactéria que 

eles parasitam, em amostras de morcegos. Este achado se mostra interessante visto 

que a S. pneumoniae é uma bactéria importante e é a quarta causa fatal de infecção 

em humanos, causando pneumonia e meningite, de acordo com a Organização 

Mundial da Saúde. O pneumococo é um colonizador regular do trato respiratório 

superior e, além da pneumonia, causa infecções frequentes associadas às vias 

aéreas, como otite média, sinusite e bronquite (112). Visto a importância de soluções 

alternativas aos antibióticos, encontrar um fago capaz de eliminar o S. pneumoniae se 

mostra interessante para os estudos em fagoterapia. 

Um outro bacteriófago que foi identificado nos três Pools foi o Proteus 

phage VB Pmis, parasita da bactéria Proteus mirabilis, que é amplamente distribuída 

em solos, água e pode fazer parte da microbiota normal de animais (113), o que 

corrobora com a sua presença nas três microáreas. P. mirabilis também está 

associada a infecções do trato urinário humano e, nos últimos anos, vem sendo 

descrita resistência desta bactéria à antibióticos usados, sendo um problema de saúde 

pública (113). Hoque et al. (77) trabalharam com RNA provenientes de suabes de 

pacientes positivos para a COVID-19 e pacientes negativos para avaliar se a presença 

do SARS-CoV-2 influencia na microbiota do trato respiratório. Por meio de RNA-Seq 

obtiveram reads que foram confrontadas com banco de dados proveniente do RefSeq, 

através do software Kraken2. Os pesquisadores encontraram alguns vírus que 

também foram identificados neste trabalho como: Shamonda Shamonda 

orthobunyavirus, Proteus phage VB Pmis, Choristoneura fumiferana granulovirus, nas 

amostras de pacientes negativos pra a COVID-19. Enquanto nos pacientes com a 

doença prevaleceram vírus do gênero Betacoronavirus mostrando que há mudanças 

na microbiota respiratória quando o SARS-CoV-2 está presente, diminuindo a 
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diversidade viral da microbiota. Este achado demonstra que a microbiota de morcegos 

e a de humanos tem semelhanças em relação a diversidade viral e tendo em vista 

estes resultados podemos considerar que os morcegos deste trabalho estavam 

saudáveis. 

As classificações dos vírus Shamonda orthobunyavirus e Choristoneura 

fumiferana granulovirus, feitas pelo Kraken2, provavelmente não são fidedígnas, 

podendo tratar-se de erros do programa ao classificar reads curtas. No caso 

Shamonda orthobunyavirus, vírus que parasita a espécie Bos taurus (boi doméstico) 

identificada pelo Kraken2, refere-se a fragmentos muito curtos que podem estar 

associados aos kits de laboratório usados para o tratamento das amostras, como as 

DNAses. Asplund et al. (114) identificaram Shamonda vírus como sendo derivado de 

componentes de laboratório, assim como outras sequências classificadas como vírus, 

mas que não se tratam de sequencias virais.  Já o vírus Choristoneura fumiferana 

granulovirus, parasita de uma espécie de lagarta nativa na América do Norte, trata-se 

de reads da região 28S do RNA ribossômico de fungos (115) 

Presente nos Pools 2 e 3, sendo estes mais afastados de edificações, 

estando em área de mata densa, está o bacteriófago Corynebacterium phage Darwin, 

parasita da bactéria Corynebacterium vitaeruminis, que pode ser encontrada em 

plantas, no solo e na água, vias que podem facilitar a infecção em humanos e animais. 

Este fago foi descrito recentemente, no ano de 2019 por Monti et al. (116) que 

publicaram o seu genoma completo. Até o momento não há publicações que 

identificaram a bactéria C. vitaeruminis em morcegos, porém é uma bactéria que 

requer atenção, pois outras do mesmo gênero causam doenças em humanos 

(Corynebacterium diphtheriae) (117), bovinos, ovinos e caprinos (C. 

pseudotuberculosis) (118). 

Outro bacteriófago de possível importância na área médica e que foi 

identificado apenas no Pool 3 foi o Felsduovirus, fago de Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Typhimurium. Esta bactéria é de preocupação para a Saúde Única, 

pois tem a capacidade de infectar humanos e animais. S. Typhimurium, têm uma 

ampla gama de hospedeiros e em humanos causam mais frequentemente 

gastroenterite autolimitada e são referidos como sorovares “não tifóides” (119). Estes 

sorovares são zoonóticos ou potencialmente zoonóticos. Tendo em vista a crescente 
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resistência à antibióticos este fago se mostra uma possível alternativa para a 

eliminação da bactéria patogênica, através da fagoterapia. A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) já destacou a preocupação mundial ao uso de antibióticos (120), 

alertando para crises sanitárias que podem surgir da resistência antimicrobiana 

(ARM). Sendo assim, trabalhos como este, que permitem identificar bacteriófagos em 

amostras de animais, tornam-se uma alternativa para começar a entender como estes 

microrganismos agem e como podemos, futuramente, isola-los e utiliza-los para 

combater estas doenças. 

Os Retrovirus, pertencentes a família Retroviridae, foram identificados nos 

3 pools e em grande variedade, sendo de diferentes espécies pelos dois softwares. 

Acreditamos que tratar-se de Elementos Retrovirais Endógenos (ERV), ou seja, 

sequências provenientes de uma antiga infecção viral e que se inseriram ao genoma 

do hospedeiro. Pequenos fragmentos de retrovírus (ERV) já foram descritos 

anteriormente em amostras sequenciadas oriundas de morcegos. Hayward e 

Tachedjian (61), em sua revisão, mostraram que já foram descritos ERV em morcegos 

da família Phyllostomidae (Anoura caudifer, Carollia perspicilata, Desmodus 

rotundus), mesma família de morcegos capturada no presente trabalho. Acreditamos 

que as espécies de retrovírus, assim como os gênero Gammaretrovirus, que foram 

classificados tanto pelo Kraken2 quanto pelo Centrifuge sejam ERVs, visto que os 

morcegos, no momento de sua captura, estavam visivelmente saudáveis. Tem sido 

sugerido que a falta de sintomas de infecção viral e baixa taxa de mortalidade em 

morcegos pode ser devido a adaptações imunes que resultam de sua coevolução de 

longo prazo com vírus, entre eles, o retrovírus. 

Voisset et al. (121), demonstraram, através de árvores filogenéticas, a 

origem do gene ERVW1, um elemento retroviral endógeno remanescente de uma 

antiga infecção retroviral integrada à linhagem germinativa dos primatas e passado às 

espécies descendentes, incluindo os seres humanos. Este gene codifica a proteína 

Sincitina-1, que por sua vez, desempenha papel importante no desenvolvimento 

placentário. Estudos como este demonstram como o ERVs apresentam funções 

importantes em cada espécie. 

 

6. CONCLUSÃO 
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A montagem do genoma completo do vírus da Hepatite Murina estirpe 3 (MHV-

3) permitiu auxiliar a comunidade científica em estudos onde o vírus foi utilizado como 

modelo para aplicações sobre o SARS-CoV-2, de forma segura e eficaz. 

O Protocolo de Amplificação utilizando o SISPA Primer padronizado permitiu a 

produção de fragmentos distintos de um mesmo genoma para análise de diferentes 

regiões do genoma viral dos controles utilizados. 

A busca por agentes virais circulantes em morcegos do Estado de São Paulo 

fazendo uso da técnica de metagenômica possibilitou a identificação de diversas 

espécies virais, algumas delas com potencial para uso futuro pela comunidade 

médica, assim como a identificação de vírus que indicam uma coevolução a longo 

prazo entre os morcegos e as espécies virais. 
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8. APÊNDICES 

8.1. Tabela com a concentração (em ng/µL) de cada amostra que compõe o Pool 
1 e seu volume final no Pool. 

Amostra Concentração 
(ng/µL) 260/280 260/230 Volume para o Pool final de 766 ng 

614 137,2 3,36 1,39 5,58 

614A 129,4 3,28 3,32 5,92 

615 151,1 3,38 0,8 5,07 

615A 95,1 3,29 2,99 8,05 

739A 76,6 3,31 1,74 10,00 

779 86,5 3,34 1,31 8,86 

779A 119,9 3,56 0,132 6,39 

781 129,3 3,35 1,11 5,92 

781A 131,4 3,37 2,34 5,83 

800 142,7 3,32 2,36 5,37 

800A 107,8 3,29 2,77 7,11 
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8.2.  Tabela com a concentração (em ng/µL) de cada amostra que compõe o Pool 
2 e seu volume final no Pool. 

Amostra Concentração 
(ng/µL) 260/280 260/230 Volume para o Pool final de 888 ng 

739 125,4 3.320 2.494 7,08 

744R 138,7 3.290 2.523 6,40 

767 177,6 3.347 1.955 5,00 

533A 126,0 3.440 0.296 7,05 

755 146,7 3.442 0.375 6,05 

756 161,8 3.293 2.423 5,49 

756A 101,3 3.304 1.925 8,77 

604 131,4 3.384 0.802 6,76 

604A 161,7 3.348 2.659 5,49 

605A 135,7 3.331 1.536 6,54 

759A 95,5 3.368 0.837 9,30 

758 180,3 3.339 1.869 4,93 

758A -5.858,0 4.838 0.049 -0,15 

611 121,0 3.268 2.082 7,34 

761A 142,6 3.360 2.462 6,23 

764 105,4 3.298 2.293 8,43 

774 123,0 3.338 2.659 7,22 

774A 115,0 3.386 1.293 7,72 

775 98,5 3.295 2.773 9,02 

775A 93,7 3.299 2.145 9,48 

617 121,5 3.311 2.282 7,31 

617A 102,5 3.289 3.163 8,66 

618 88,8 3.088 2.589 10,00 

618A 99,1 3.215 1.833 8,96 

616 122,6 3.332 2.079 7,24 

616A 113,9 3.279 2.612 7,80 
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8.3. Tabela com a concentração (em ng/µL) de cada amostra que compõe o 
Pool 3 e seu volume final no Pool. 

Amostra Concentração 
(ng/µL) 260/280 260/230 Volume para o Pool final de 563 

ng 

777 84,3 3.276 2.460 6,68 

777A 79,0 3.272 0.954 7,13 

619 114,3 3.314 0.972 4,93 

619A 101,2 3.318 0.932 5,56 

620 86,9 3.321 1.137 6,48 

620A -6.235,0 3.608 0.052 -0,09 

780 62,2 2.161 -8.809 9,05 

780A 90,2 3.321 2.628 6,24 

Mic 104,1 3.295 0.406 5,41 

Mic A 114,3 3.486 0.126 4,93 

776 80,2 3.326 0.701 7,02 

778 109,2 3.327 1.311 5,16 

778A 81,8 3.311 1.559 6,88 

715 112,5 3.351 2.018 5,00 

715A 130,9 3.307 2.594 4,30 

621 118,7 3.315 2.631 4,74 

621A 116,3 3.322 2.784 4,84 

782 169,8 3.324 2.223 3,32 

782A 133,5 3.288 3.020 4,22 

623 92,2 3.311 2.632 6,11 

623A 142,6 3.415 1.160 3,95 

622 56,3 3.324 3.914 10,00 

622A 78,9 3.293 2.532 7,14 
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8.4. Tabela de espécies de vírus e o número de scaffolds na classificação do 

Kraken2 para o Pool 1. 

 

Virus nº de scaffolds 

Shamonda orthobunyavirus 2 

Choristoneura fumiferana granulovirus 22 

Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus B 1 

Proteus phage VB_PmiS-Isfahan 4 

BeAn 58058 virus 11 

Oxbow vírus 10 

Enterobacteria phage P7 2 

Enterobacteria phage f1 1 

Escherichia phage DE3 2 

Gammaretrovirus 1 

Woolly monkey sarcoma virus 2 

Serratia phage Muldoon 1 

 

 

8.5. Tabela de espécies de vírus e o número de scaffolds na classificação do 

Kraken2 para o Pool 2. 

 

Vírus nº de scaffolds 

Choristoneura fumiferana granulovirus 14 

Shamonda orthobunyavirus 1 

Agrotis segetum nucleopolyhedrovirus B 1 

Proteus phage VB_PmiS-Isfahan 6 

Gammaretrovirus 1 



78

BeAn 58058 virus 3 

Woolly monkey sarcoma virus 2 

Oxbow virus 10 

Murine hepatitis vírus 1 

Escherichia phage 500465-1 1 

Escherichia phage DE3 1 

Inovirus M13 1 

Enterobacteria phage P7 1 

Corynebacterium phage Darwin 1 

 

 

8.6. Tabela de espécies de vírus e o número de scaffolds na classificação do 

Kraken2 para o Pool 3. 

Vírus nº de scaffolds 

Shamonda orthobunyavirus 1 

Proteus phage VB_PmiS-Isfahan 6 

Choristoneura fumiferana granulovirus 21 

Gammaretrovirus 1 

Oxbow virus 23 

Felsduovirus 1 

Woolly monkey sarcoma virus 1 

Enterobacteria phage P7 2 

BeAn 58058 virus 2 

Snyder-Theilen feline sarcoma virus 1 

Stx converting phage vB_EcoS_P27 1 

Escherichia phage DE3 1 

Pepper chlorotic spot virus 1 

Corynebacterium phage Darwin 1 
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8.7. Tabela de espécies de vírus contendo ao menos 0,1% de cobertura de 

genoma segundo o software Centrifuge para o Pool 1 

Strain name 
# 

Reads 

Depth of 

Coverage 

NT 

Identity 

AA 

Identity 

genome 

Coverage 

(%) 

Baboon endogenous virus strain 
M7 

42 3,019147084 0,920801 0,93913 13,5065 

Pseudogymnoascus destructans 
partitivirus-pa (segment 1) 

8 4 0,818713 0,87931 10,1665 

Finkel-Biskis-Jinkins murine 
sarcoma virus 

60 17,33564014 0,878893 0 7,58331 

Avian myelocytomatosis virus 37 11,45177665 0,85567 0,907692 5,80778 

Severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 

23 2,272727273 0,994019 0,964286 2,79571 

Abelson murine leukemia virus 2 1,357142857 0,904762 0,97619 2,13777 

Traversvirus P27 280 46,08230453 0,755144 0,968553 0,789217 

Streptococcus phage 20617 2 1,357142857 1 1 0,258197 

Wadgaonvirus wv5004651 2 2 0,988372 1 0,219505 

Coventryvirus SP441 2 1,476744186 0,77907 0,892857 0,202044 

 

 

8.8. Tabela de espécies de vírus contendo ao menos 0,1% de cobertura de 

genoma segundo o software Centrifuge para o Pool 2 

 

Strain name 

# 

Read

s 

Depth of 

Coverag

e 

NT 

Identity 

AA 

Identity 

genome 

Coverage 

(%) 

Harvey murine sarcoma virus 3 2,554455 
0,86138

6 
0,91176

5 
10,1304 

Finkel-Biskis-Jinkins murine sarcoma 
virus 

40 8,759791 0,89295 0,95 10,0499 

Murine hepatitis virus 48 2,132066 
0,95192

8 
0,92887 6,04928 

Rat coronavirus 50 2,27043 
0,90967

4 
0,89473

7 
5,9872 

Baboon endogenous virus strain M7 21 4,4 
0,89851

5 
0,93985 4,93711 
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Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 

23 2,202475 
0,99662

5 
0,96767

2 
2,97295 

Avian myelocytomatosis virus 2 1,83871 
0,86021

5 
0,87096

8 
2,74175 

Moloney murine leukemia virus 3 2,406977 
0,75581

4 
0,92857

1 
1,03217 

Traversvirus P27 190 24,61392 
0,73892

4 
0,95673

1 
1,02631 

RD114 retrovirus 1 1 
0,84883

7 
0,89285

7 
1,02308 

Puma feline foamy virus 2 1,693069 
0,99009

9 
0,97058

8 
0,867027 

Streptococcus phage SMP 3 1,222749 
0,78199

1 
0,88405

8 
0,585802 

Enterococcus phage EF62phi 4 3,953488 1 1 0,281921 

Streptococcus phage IPP54 5 5 
0,91860

5 
0,89655

2 
0,22108 

Streptococcus phage MM1 5 5 
0,88235

3 
0,85714

3 
0,211191 

Cyanophage KBS-P-1A 2 1,872093 
0,86046

5 
0,93103

4 
0,18806 

 

 

8.9. Tabela de espécies de vírus contendo ao menos 0,1% de cobertura de 

genoma segundo o software Centrifuge para o Pool 3 

 

Strain name 
# 

Reads 

Depth of 

Coverage 

NT 

Identity 

AA 

Identity 

genome 

Coverage 

(%) 

Ocimum basilicum RNA virus 2 125 17,45143 0,622857 0,6875 18,8578 

Finkel-Biskis-Jinkins murine sarcoma 
virus 

42 8,754098 0,868852 0,901961 8,00315 

Ocimum basilicum RNA virus 2 24 11,62963 0,648148 0,666667 5,81897 

Baboon endogenous virus strain M7 8 1,335456 0,859873 0,89899 5,53662 

Abelson murine leukemia virus 6 1,535604 0,903427 0,962963 5,48015 

Rat coronavirus 12 1,741197 0,943662 0,938462 1,8176 

Desmodus rotundus endogenous 
retrovirus 

2 1,04023 0,869822 0,910714 1,65951 

Pestivirus G 3 1,38172 0,946237 0,920635 1,47596 

Murine hepatitis virus 6 1,199531 0,955399 0,948052 1,36133 

RD114 retrovirus 4 3,744186 0,813953 0,862069 1,02308 



81

Squirrel monkey retrovirus 1 1 0,895349 0,928571 0,978941 

Rous sarcoma virus 1 1 0,813953 0,896552 0,915673 

Desmodus rotundus endogenous 
retrovirus 

2 1,55814 0,860465 0,857143 0,820219 

Traversvirus P27 101 16,93089 0,752033 0,957317 0,798961 

Pestivirus A 1 1 0,976744 0,965517 0,684005 

Severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 

2 1 0,994152 0,964912 0,571849 

 

8.10. Concentração em ng/µL e suas razões de pureza 260/280 e 260/230, 

mensuradas em Nanodrop (ThermoFisher Scientific) dos controles utilizados na 

padronização de protocolo de amplificação utilizando Primer SISPA. 

 

Teste Amostra Obs. Volume Concentração 
(ng/ µL) 260/280 260/230 

Teste 1 

C+ SARS-
CoV-2 - 2,5 µL 112,7 1,77 2,03 

C+ MHV-3 - 2,5 µL 167,4 1,80 2,11 

Pool 1 - 2,5 µL 243,1 1,89 2,00 

Teste 2 

C+1 48ºC 48ºC 2,5 µL 336,5 1,92 2,14 

C+2 48ºC 48ºC 5 µL 458,3 1,93 2,16 

C+1 54ºC 54ºC 2,5 µL 285,1 1,88 2,01 

C+2 54ºC 54ºC 5 µL 310,2 1,89 2,10 

C+1 60ºC 60ºC 2,5 µL 281,5 1,89 2,10 

C+2 60ºC 60ºC 5 µL 340,3 1,91 2,11 

C+1 65ºC 65ºC 2,5 µL 278,5 1,93 2,15 

C+2 65ºC 65ºC 5 µL 369,8 1,90 2,06 

Teste 3 

MHV-3 
 

Sem MgCl2 
 

2,5 µL 129,8 1,75 2,08 

MHV-3 
 

Sem MgCl2 
 

5 µL 1002,6 1,88 2,03 

MHV-3 
 

Com MgCl2 
 

2,5 µL 560,4 1,46 0,94 

MHV-3 
 

Com MgCl2 
 

5 µL 416,1 1,59 1,75 

SARS-CoV-
2 

 
Sem MgCl2 

2,5 µL 173,5 1,74 2,10 
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SARS-CoV-
2 

 
Sem MgCl2 

 
5 µL 428,1 1,76 2,04 

SARS-CoV-
2 

 
Com MgCl2 

 
2,5 µL 317,6 1,80 2,11 

SARS-CoV-
2 

 
Com MgCl2 

 
5 µL 1128,6 1,88 2,02 
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SISBIO
Dados do titular

Nome: Fábio André Facco Jacomassa CPF: 822.461.220-15

Título do Projeto: Restauração de processos ecológicos: a interação entre morcegos frugívoros e plantas e a dispersão de sementes em áreas

restauradas

Nome da Instituição : UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA CNPJ: 48.031.918/0018-72

Cronograma de atividades
# Descrição da atividade Início (mês/ano) Fim (mês/ano)

1 Campos para captura de morcegos 02/2012 04/2015

Observações e ressalvas

1
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jurídica estrangeira, em todo o território nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biológicos e minerais, peças integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, à difusão ou à pesquisa, estão sujeitas a autorização do Ministério de Ciência e Tecnologia.

2

Esta autorização NÃO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuências previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsável pela área, pública ou privada, onde será realizada a atividade, inclusive do órgão gestor de terra indígena (FUNAI), da
unidade de conservação estadual, distrital ou municipal, ou do proprietário, arrendatário, posseiro ou morador de área dentro dos limites de unidade de conservação
federal cujo processo de regularização fundiária encontra-se em curso.

3
Este documento somente poderá ser utilizado para os fins previstos na Instrução Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrução Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
especifica esta Autorização, não podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biológico coletado deverá ser utilizado para atividades
científicas ou didáticas no âmbito do ensino superior.

4
O titular de licença ou autorização e os membros da sua equipe deverão optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possível,
ao grupo taxonômico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforço de coleta ou captura que não comprometa a viabilidade
de populações do grupo taxonômico de interesse em condição in situ.

5
O titular de autorização ou de licença permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violação da legislação vigente, ou quando da inadequação,
omissão ou falsa descrição de informações relevantes que subsidiaram a expedição do ato, poderá, mediante decisão motivada, ter a autorização ou licença
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biológico coletado apreendido nos termos da legislação brasileira em vigor.

6
Este documento não dispensa o cumprimento da legislação que dispõe sobre acesso a componente do patrimônio genético existente no território nacional, na
plataforma continental e na zona econômica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimônio genético, para fins de pesquisa científica,
bioprospecção e desenvolvimento tecnológico. Veja maiores informações em www.mma.gov.br/cgen.

7
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAÇÃO, o pesquisador titular desta autorização deverá contactar a administração da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedições, as condições para realização das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
1 As armadilhas de interceptação de vôo (redes de neblina) deverão ser vistoriadas, no mínimo, a cada 30 minutos.

Locais onde as atividades de campo serão executadas
# Município UF Descrição do local Tipo

1 RIO CLARO SP  47°28'41"O e 22°21'32"S; 47°32'40"O e 22°23'41"S; Fora de UC Federal
2 COSMOPOLIS SP 47°12'18"O e 22°40'16"S Fora de UC Federal
3 IRACEMAPOLIS SP 47°30'19"O e 22°34'09"S Fora de UC Federal
4 SANTA BARBARA D'OESTE SP 47°25'04"W 22°49'14"S Fora de UC Federal

Atividades X Táxons
# Atividade Táxons

1 Captura de animais silvestres in situ Chiroptera
2 Marcação de animais silvestres in situ Chiroptera

SISBIOEste documento (Autorização para atividades com finalidade científica) foi expedido com base na Instrução Normativa nº154/2007. Através do código

de autenticação abaixo, qualquer cidadão poderá verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da página do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Código de autenticação: 28682771
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Material e métodos
1 Método de captura/coleta (Outros mamíferos) Rede de neblina
2 Método de marcação (Outros mamíferos) Anel

Destino do material biológico coletado
# Nome local destino Tipo Destino

1 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
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Registro de coleta imprevista de material biológico
De acordo com a Instrução Normativa nº154/2007, a coleta imprevista de material biológico ou de substrato não
contemplado na autorização ou na licença permanente deverá ser anotada na mesma, em campo específico, por

ocasião da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatório de atividades. O transporte do
material biológico ou do substrato deverá ser acompanhado da autorização ou da licença permanente com a devida
anotação. O material biológico coletado de forma imprevista,  deverá ser destinado à instituição científica e, depositado,

preferencialmente, em coleção biológica científica registrada no Cadastro Nacional de Coleções Biológicas (CCBIO).

Táxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data
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* Identificar o espécime no nível taxonômico possível.
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