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“La ciencia esta hecha de errores,
pero son errores que son Utiles cometer,
porque guian poco a poco a la virtud”

Julio Verne
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1 RESUMEN

Los murciélagos (Orden Chiroptera) representan el 20% de los mamiferos, constituyendo el grupo mas
diverso y geograficamente disperso de mamiferos. En Uruguay se han identificado 22 especies
pertenecientes al suborden Microchiroptera de las familias Vespertilionidae, Molossidae y Phyllostomidae,
con tres tipos de dieta: insectivora, frugivora y hematéfaga.

En las ultimas décadas el contacto murciélago-humano ha aumentado, lo que trajo aparejado un
incremento en el interés por la biologia y la ecologia de los murciélagos ya que los mismos han sido
reconocidos como reservorios de algunas zoonosis virales asociadas a enfermedades infecciosas
emergentes. Al momento, se conocen 50 familias virales capaces de infectar 75 géneros de murciélagos,
con representantes de virus ADN como Adeno-, Papilloma- y Herpesviridae, virus ARN como Retro-, Toga-,
Flavi-, y Picornaviridae, entre otros. Varios estudios de secuenciacidon de alto rendimiento para la
identificacion de virus, que incluyen virus de ADN, han reportado Herpesvirus de las subfamilias Alfa-,
Beta-, y Gammaherpesvirinae en murciélagos insectivoros, frugivoros y hematéfagos de varias especies.
El objetivo de este trabajo fue la deteccion y caracterizacidon genética de Herpesvirus de la familia
Herpesviridae mediante extraccion de acidos nucleicos totales, amplificacion genémica por PCR anidada
de una regién conservada de la ADN polimerasa, secuenciacion y analisis filogenético. La busqueda de
genomas de Herpesvirus se realizé sobre muestras de hisopados bucales de murciélagos provenientes de
diferentes poblaciones uruguayas.

El 66% de los individuos analizados resultaron positivos y pertenecen a 8 especies: Desmodus rotundus,
Tadarida brasiliensis, Myotis spp, Eptesicus furinalis,Eptesicus diminutus, Molossops temminckii y
Molossus (molossus y rufus). Las secuencias se compararon con Alfa-, Beta- y Gammaherpesvirus de
murciélagos y otros vertebrados obtenidas de GenBank. El analisis mostré que el 43% pertenece a la
subfamilia Gammaherpesvirinae y el 57 % a Betaherpesvirinae. A su vez, se pudieron identificar diferentes
clados independientes dentro de cada subfamilia sugiriendo distintas variantes de Herpesvirus con
divergencia variable (entre 70 y 80%) respecto a otros previamente descriptos. Dentro de los
Gammaherpesvirus identificados solamente los asociados a D. rotundus comparten 96,6% de identidad

con HV-5v aislado de P. giganteus.



2 INTRODUCCION

2.1 Murciélagos como hospedadores de virus

En las ultimas décadas el contacto murciélago-humano ha aumentado debido a los avances en la
urbanizacion, obras de infraestructura, ganaderia, expansion agropecuaria, eliminacion de bosques por
tala e inundacion y por otras actividades humanas asociadas a uso y/o modificaciones de los ambientes
naturales. Esto ha traido aparejado un aumento en el interés por la biologia y la ecologia de los
murciélagos ya que los mismos han sido reconocidos como reservorios de algunas zoonosis virales
asociadas a enfermedades infecciosas emergentes [1,2].

La busqueda de virus en estos mamiferos mostré que los mismos pueden albergar mas virus zoonoticos
por especie que los roedores [3]. Al momento, se conocen 15 familias virales capaces de infectar 75
géneros de murciélagos, con representantes de virus ADN como Adeno-, Papilloma-, Herpesviridae, y
representantes de virus ARN como Toga-, Retro-, Flavi- y Picornaviridae, entre otros [4,7]. Estudios de
secuenciacion de alto rendimiento para la identificacion de virus, que incluyen virus de ADN, han reportado
Herpesvirus de las subfamilias Alfa-, Beta-, y Gammaherpesvirinae en murciélagos insectivoros, frugivoros
y hemato6fagos de varias especies [8,9].

Dentro de los virus ARN se han detectado virus pertenecientes a los géneros Lyssa-, Henipa- y Filovirus,
causantes de enfermedades infecciosas emergentes y el coronavirus responsable del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo, SARS-CoV (SARS). En el brote de SARS-CoV del sur de China y Hong Kong
en 2003, se dedujo que la adaptacion del virus para la infeccion en humanos fue a través de un hospedero
intermediario, que se supuso fue la civeta de la palma (Paguma sp.) al identificar individuos infectados que
estaban en contacto con humanos. Posteriores analisis identificaron al murciélago de la fruta Rousettus
leschenaulti como el reservorio natural de los coronavirus de tipo SARS [1,7,10,11]. Los virus se
encuentran bien adaptados a sus hospedadores reservorio por lo que muestran estabilidad dentro de su
entorno a nivel celular y ecoldgico, causando poca o hinguna manifestacion clinica en estos individuos. Sin
embargo, cuando estos virus se transmiten a los humanos u otros animales domésticos y causan
morbilidad y/o mortalidad, se convierten en una preocupacion para la salud publica y para la sanidad
animal. El papel que juegan o la importancia relativa de estos o de otros hospederos silvestres en las
enfermedades infecciosas emergentes causadas por zoonosis aun no es del todo claro [3].

Otro ejemplo de virus ARN, es el virus de la rabia (género Lyssavirus), una zoonosis que ha ido en
aumento en América Latina en cuanto al nUmero de casos reportados tanto en humanos como bovinos
[12]. Mientras se controla la rabia urbana transmitida por perros, los murciélagos se estan convirtiendo en
el principal reservorio. La reduccién de colonias de murciélagos hematéfagos ha sido la principal medida
de control en el continente. No obstante, hay autores que sugieren que esta estrategia no es efectiva a

largo plazo y que podria aumentar la persistencia del virus en las poblaciones [12].



2.1.1 Orden Chiroptera

Los murciélagos pertenecen al orden Chiroptera del griego “mano alada”, representan el 20% de los
mamiferos, siendo el segundo mayor orden después de los roedores, con alrededor de 200 géneros y mas
de 1100 especies. Su distribucién es amplia en todos los continentes a excepcion de la Antartida y algunas
islas oceanicas, constituyendo el orden mas diverso y geograficamente disperso de mamiferos. El orden
se encuentra dividido en dos subdrdenes, actualmente se encuentran en discusion, pero antiguamente se
dividian en Microchiroptera y Megachiroptera (figura 1A). Donde los megaquirdpteros se encontraban
representados por una Unica familia Pteropodidae con 170 especies, distribuidos exclusivamente en el
Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa), e integrado por murciélagos pequefios, grandes y muy grandes como
los llamados “zorros voladores” los cuales poseen una dieta frugivora. Los microquirépteros agrupan
alrededor de 930 especies con habitos nocturnos y tamafio pequefio a mediano; su distribucién es
cosmopolita con mayor abundancia en las Américas [5,6,13,14]. Presentan habitos alimenticios variados,
la mayoria de las especies son insectivoras, pero existen también especies frugivoras, nectarivoras,
piscivoras, hematofagas y carnivoras, por lo que presentan una alta diversidad trofica, evolutiva y
ecologica. Actualmente la divisibn mas aceptada es para los subordenes Yinpterochiroptera y
Yangochiroptera (figura 1B), estando conformados los Yinpterochiroptera por la familia Pteropodidae y la
antigua superfamilia Rhinolophoidea. Los Yangochiroptera estarian conformados por el resto de los
microquirGpteros[45].

Ademas, forman parte de la cadena trofica de otras especies, siendo presa de aves, reptiles y otros
mamiferos [5,6,13,15]. Son importantes componentes dentro del ecosistema ya que actllan como
polinizadores, dispersores de semillas y hasta como control de agentes biolégicos dado que las especies

insectivoras son las principales consumidoras de insectos nocturnos y otros artropodos, consumen

volumenes relativamente grandes y recorren largas distancias (varios km por noche) [14].
MEGACHIROPTERA B
1?;: Pteropodidae
A Megadermatidae
Craseonycteridae =
& Rhinopomatidae ;
100 Hipposideridae %
Rhinolophidae
MICROCH!R;ZO)PTERA Miniopteridae

Noctilionidae _'

Mormoopidae (Pteronotus)
Mystacinidae
Thyropteridae
Furipteridae
Mormoopidae (Mormoops)

- Phyllostomidae
87 .
43 - Molossidae
:g Emballonuridae (other) ) o
Myzopodidae "
Emballonuridae (Taphozous) Miricy
» o
atalicae

100
Yangochiroptera

eydompobue)

50

Natalidae

Vespertilionidae

Millions of years ago

Figura 1. Arboles filogenéticos del orden Chiroptera, se muestra la division entre los subordenes y la relacion entre las diferentes
familias.A) Filogenia anterior que muestra la divisién entre Micro y Macrochiroptera, extraido de Agnarsson y col. 2011 [36].B)

Arbol filogenético actualmente aceptado, donde se divide en Yinptero y Yangochiroptera, extraido de Teeling, E. y col. 2018 [45].
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En Uruguay se han identificado 22 especies pertenecientes al suborden Yangochirptera de las familias
Vespertilionidae, Molossidae y Phyllostomidae, con tres tipos de dieta: insectivora, frugivora y hematéfaga.
El territorio representa el limite austral de la distribucion de varias especies como Platyrrhinus lineatus,
Sturnira lilum, Myotis riparius y Promops centralis. La distribucién de las especies es heterogénea, pero en

conjunto cubren todo el territorio del pais [12].

Tabla 1. Murciélagos autéctonos.

Familia Género Especie Dieta

Desmodus | D. rotundus Hematofaga

Phyllostomidae Sturnira S. lillium Frugivora
Platyrhinus | P. lineatus Frugivora

Eumops E. bonariensis Insectivora

E. patagonicus Insectivora

Molossops | M. temminckii Insectivora

Molossus M. molossus Insectivora

Molossidae M. rufus Insectivora
Nyctinomops | N. laticuadatus | Insectivora

Tadarida T. brasiliensis Insectivora

Promops P. centralis Insectivora

Eptesicus E. furinalis Insectivora

E. diminutus Insectivora

Lasiurus L. blossevilli Insectivora

Histiotus H. montanus Insectivora

Vespertillionidae H. velatus Insectivora
Myotis M. albescens Insectivora

M. levis Insectivora

M. nigricans Insectivora

M. riparius Insectivora

Dasypterus |D. ega Insectivora

Aeorestes | A. villosissimus | Insectivora

Consultado de Botto Nufiez, G., E. M. Gonzélez & A. L. Rodales. [12]

En nuestro pais los estudios virolégicos relacionados a murciélagos han sido realizados principalmente en
torno al virus rabico en el vampiro comun (Desmodus rotundus, Figura 2A) por ser el principal transmisor
de rabia paralitica en Sudamérica, adicionalmente este virus fue detectado en ejemplares de otras tres
especies: Molossus molossus, Tadarida brasiliensis y Myotis spp. [46]. En octubre de 2007 se confirmd el
primer borte de rabia paralitica bovina en el pais, no asociada a rabia canina, segun lo que habia sido
descripto en casos anteriores. Fue a partir de este brote y de las medidas de control que se constato la
presencia de ejemplares de Desmodus rotundus infectados, confirmandose esta especie como origen del
brote [16].



2.1.2 Caracteristicas que hacen a los murciélagos buenos hospedadores

Se conoce que los murciélagos retnen ciertas caracteristicas que les dan la capacidad de adaptacion a
hospedar y dispersar mas virus zoonéticos y no zoonéticos que otras especies. Otros mamiferos, como
ciertas especies de roedores y carnivoros poseen rasgos en comun con especies de murciélagos, por
ejemplo, la capacidad de hibernar, pero ningin grupo de mamiferos comparte el conjunto completo de
atributos que hacen a los murciélagos Unicos y que podrian explicar el rol que cumplen en el

mantenimiento y la transmision de los virus [17-19]:

Viven en colonias de hasta millones de individuos en diferentes entornos y refugios muy variados desde
arboles, cuevas, casas abandonadas, cielos rasos, entre otros. Los refugios pueden alojar diversos
ensambles de especies de murciélagos. Forman algunas de las mayores agrupaciones no humanas de
mamiferos y pueden estar entre los grupos mas abundantes de mamiferos cuando se miden en niumero de
individuos (Figura 2B) [14]. Estos mamiferos son Unicos en su capacidad de vuelo autbnomo mediante
vuelo batido, lo que les permite desplazarse a grandes distancias diariamente en busca de alimento o
durante las migraciones estacionales. Esta habilidad juega un papel fundamental en su distribucién
mundial y potencialmente permitiria la dispersion a largas distancias del agente infeccioso. Dentro de la
misma especie, los diferentes patrones de migracién pueden permitir el intercambio de nuevos virus o
variantes de virus entre subpoblaciones migratorias y no migratorias de conspecificos o murciélagos de
otras especies. El contacto directo, los artrépodos o incluso los aerosoles también podrian servir como

vectores y/o vehiculos para la transmision dentro de la colonia u a otras especies [1,14,17-19].

Son animales longevos que viven en promedio tres veces y media mas que otro mamifero de tamafio
similar. Muchos microquirépteros pueden llegar a vivir mas de 25 afios, el registro de mayor longevidad fue
para un murciélago pequefio marron de 35 afios. Esta caracteristica junto con la posibilidad de que pueden
desarrollar infecciones persistentes con ciertos virus promueve su persistencia en el hospedero por mas
tiempo aumentando asi su potencial de transmisién a otros vertebrados. Ademas, cuanto mayor es la
duracién de la infeccion o mayor prevalencia en una poblacién puede aumentar el potencial de infecciones
secundarias desde un solo individuo infectado a una poblacion de individuos susceptibles. Dependiendo
de la especie, la estacion y la localizacion del refugio, el tamafio de la poblacion puede ir desde pocos
individuos hasta miles. El gran nimero de individuos que conviven puede contribuir considerablemente a la
potencial transmision de virus intra e interespecies y también facilitar la entrada o la dispersién a través del
movimiento de individuos entre colonias, sobre todo si migran. Por lo tanto, la simpatria dentro del orden

taxonémico también puede ser un rasgo importante en la riqueza viral zoonoética [14,17-20,43].



Figura 2. (A) Vampiro coman (Desmodus rotundus) capturado en las Grutas de Salamanca, Maldonado, Uruguay. Foto: Lucia
Moreira. (B) Colonia de Tadarida brasiliensis, Foto: Lic. Maria José Rodriguez.

La estructura espacial y demogréfica de las poblaciones de murciélagos son lo suficientemente variables
para ofrecer oportunidades a virus que causan infecciones tanto agudas como persistentes. Dentro de
determinadas regiones las poblaciones pueden ser panmicticas o existir como metapoblaciones, brindando
el potencial para la transmision de virus estacionales y brotes anuales, asi como el potencial de brotes

periddicos entre poblaciones discretas [18].

En cuanto a los patrones de actividad, la mayoria son nocturnos, pero los hay también parcial o
completamente diurnos. Todos poseen ojos funcionales, sin embargo, en los microquirépteros la vision no
estd muy desarrollada, a cambio utilizan un sistema de sonar conocido como ecolocalizacidn, Unico entre
los mamiferos terrestres [13,15]. Estas sefales de ecolocacion se producen en la laringe, con la ayuda de
los musculos de la pared abdominal, emitiéndose a través de la boca o las fosas nasales. La produccion
de estos fuertes sonidos podria generar gotitas o aerosoles de fluidos orofaringeos (moco o saliva)

permitiendo la transmisién de virus entre individuos que se encuentran cercanos [18].

Un rasgo importante que comparten las familias Vespertilionidae, Rhinolophidae y Molossidae es su
capacidad para ingresar en torpor diario 0 en hibernacién estacional (estado caracterizado por una gran
disminucion de la actividad fisiologica, donde se reduce la temperatura corporal y tasa metabdlica) para
conservar energia durante las noches frias y los meses de invierno. El impacto de estos estados en la
patogénesis y el mantenimiento de las infecciones virales en los murciélagos no se han estudiado
ampliamente. Los estudios de anticuerpos y aislamiento de virus sugieren que muchos virus pueden
causar infecciones persistentes en murciélagos, quizds las temperaturas frias pueden disminuir la
replicaciéon viral y suprimir la respuesta inmune, que de lo contrario podria controlar la viremia. Esto
permitiria que los virus persistan y reemerjan cuando las condiciones ambientales sean favorables para su

transmision [17,18].

La rica diversidad dietética que incluye insectos, frutas, hojas, flores, néctar, polen, semillas, peces, ranas,
otros vertebrados y sangre es otra caracteristica que los pueden llevar a distribuir y transmitir los virus

durante su proceso de alimentacién, por ejemplo, dejando frutas e insectos a medio comer contaminadas
10



con particulas virales, o por mordedura directa como lo hacen las especies hematéfagas (vampiros) [41-
43].

2.1.3 Respuesta inmune

Para el establecimiento de la relacion virus- huésped es esencial un equilibrio entre la respuesta del
huésped y la replicacion del virus. Es probable que los murciélagos y los virus que hospedan se hayan
adaptado conjuntamente dando lugar a una relacion que limite la manifestacién clinica y la respuesta
inmune. Todos los virus zoono6ticos son por definicién patdégenos para los humanos; sin embargo, por lo
general no son patégenos o son minimamente patdégenos en los hospederos reservorio [21,22].

En cuanto a su respuesta inmunolégica, se conoce muy poco sobre el sistema inmune de los murciélagos,
varios estudios sugieren similitudes con los mamiferos que evolucionaron posteriormente a los quirépteros
en términos de los genes inmunolégicos y los ARN no codificantes que poseen. Por ejemplo, se purificaron
a partir de suero de grandes murciélagos de la fruta inmunoglobulinas de tipo G (1gG), A (IgA) y M (IgM).
También se identificaron en la médula 6sea de zorros voladores macréfagos, células similares a linfocitos
B y Ty células que expresan inmunoglobulinas de superficie [21].

Se han propuesto hipétesis sobre por qué los murciélagos albergan tantos agentes infecciosos sin
causarles enfermedad. Una de esas hipétesis es que las elevadas temperaturas corporales y las altas
tasas metabdlicas durante el vuelo imitan la respuesta de la fiebre, sirviendo como un adyuvante evolutivo
para su sistema inmunolégico (Tabla 1 Anexo), esto contribuiria al estado de reservorio de los murciélagos
por tolerar mayor cantidad de virus. Segun estas hipoétesis, esta condicion podria ayudar a entender por
gué los virus de murciélagos que han evolucionado con ellos causan una alta patogenicidad cuando se
transmiten a otros mamiferos, ya que estos virus son mas virulentos por derivar de condiciones febriles.
Cuando un murciélago se enfrenta a un antigeno viral, el aumento proporcional en el metabolismo para
provocar una respuesta inmune puede ser insignificante en comparacion con el gran aumento en el costo
metabolico que se producen durante el vuelo, incluso su naturaleza ciclica diaria también podria permitir
gue algunos virus persistan dentro de los murciélagos y tal vez volverse resistente a esta parte de la

respuesta inmune innata [21,22].

2.1.4 Interfaz virus- murciélagos y humanos

Los murciélagos son sensibles a los cambios inducidos por el hombre a los ecosistemas [14]. A nivel
mundial, la Union Internacional para la Conservaciéon de la Naturaleza (UICN) identific6 como las
principales amenazas para las especies de murciélagos el uso de la tierra (tala, cultivos, ganaderia,
incendios, plantaciones para madera), urbanizacién, caza y persecucion, e intrusiones humanas en
general en habitat de murciélagos [13]. Todos estos factores extrinsecos, sumados a eventos climéticos,
pueden actuar como estresores que afectan la interfaz virus-murciélago. Ciertas actividades humanas
seleccionan especies sinantrépicas que se benefician de vivir cerca de los humanos, ademas de aumentar
artificialmente las densidades de los animales al cambiar el uso de la tierra, dando como resultado un

aumento del contacto entre humanos, animales domésticos y murciélagos. Los cambios en el habitat como
11



la deforestacion en los sitios de descanso, pueden alterar la distribucién de las poblaciones y los patrones
migratorios de los murciélagos. Estas actividades antropogénicas pueden afectar el ecosistema

perturbando el equilibrio, lo que podria aumentar el riesgo de transmisién de enfermedades [13].

Las caracteristicas del virus y del hospedero también juegan un rol importante. La edad, la condicién
corporal, el estado reproductivo, el sexo y hasta el estado social son algunos factores que pueden verse
afectados por el estrés. Por ejemplo, la inanicion y la temporada de reproducciéon de los machos pueden
desempefiar un papel importante en la epidemiologia de la enfermedad ya que el sistema inmune puede
debilitarse y ser mas susceptibles a las infecciones. Las luchas de dominio por cambios de jerarquia en la
colonia, durante el cortejo y en el apareamiento, entre otras, son situaciones donde podria ocurrir la

transmision de virus [1].

El riesgo de transmision desde los murciélagos a los humanos es relativamente bajo, ya que para que un
virus de murciélago se transmita a humanos se requieren ciertas condiciones que conecten a los
hospedadores reservorio y la infecciébn viral en ellos con la exposicion y susceptibilidad de los
hospedadores receptores. Para muchos de estos virus emergentes también se requiere la dispersién viral
desde los murciélagos y la supervivencia del virus en el ambiente. Raramente se comprenden los eventos
gue llevan a la interaccién entre las especies de origen y el receptor, posiblemente porque estos eventos
ocurren en muchas escalas de tiempo, espacio y organizacion ecoldgica, como son la evolucion del

patdégeno dentro del hospedero hasta otros procesos como uso e invasion del habitat [23].
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2.2 Herpesvirus (HV)

2.2.1 ¢Por qué estudiar Herpesvirus en murciélagos?

Los HV son agentes virales de alta prevalencia en la poblacion mundial tanto humana como en otros
animales, incluidos los murciélagos. Sin embargo, nada se conoce sobre su presencia en murciélagos en
Uruguay. Ademas de una primera caracterizacion, aunque en esta investigacion no se aborda de forma
explicita, estos datos podrian brindar informacién sobre la conectividad entre las colonias de murciélagos,
utilizando el virus como un predictor de contacto entre las mismas y de posible transmision de otros virus

gue utilicen la misma via de contagio en el mismo evento de contacto [35].

2.2.2 Clasificaciéon

El orden de los Herpesvirales es un grupo de virus de ADN que se encuentra altamente distribuido en la
naturaleza, capaces de infectar un amplio rango de especies animales. Segun el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) en total el orden cuenta con 19 géneros y se han identificado mas de 200
especies [25]. La clasificacion en especies distintas se basa en varios aspectos: a) si presentan diferencias
nucleotidicas que representen un linaje de replicacion independiente, b) en si tienen caracteristicas
biolégicas o epidemiolégicas diferentes y c) en si sus hospederos naturales son distintos, los que los lleva
por lo tanto a ocupar nichos diferentes [27]. Actualmente, el orden esta integrado por 3 familias y la
asignacion a las mismas se establece sobre criterios morfolégicos del virion [10,25]: Los Alloherpesviridae
son capaces de infectar peces y anfibios, los Malacoherpesviridae infectan invertebrados, al momento se
conoce un Unico virus del herpes de este grupo (de la Ostra) [26, 27], y los Herpesviridae infectan una gran
cantidad de animales vertebrados como mamiferos, aves y reptiles. A su vez esta familia se encuentra
dividida en 3 subfamilias Alfa-, Beta- y Gammaherpesvirinae, clasificadas asi por la arquitectura de su
genoma, la similitud de la secuencia y las propiedades bioldgicas, incluyendo tropismo celular, ciclo
reproductivo y citopatogenicidad [8]. En la figura 3, se muestran dos arboles filogenéticos; en el A, se
representa la clasificacion del orden Herpesvirales donde se divide a nivel de subfamilia, género y
hospedero que naturalmente infectan, mientras que el B es de la familia Herpesviridae, compuesto por 46

especies y las subfamilias a las que pertenecen.
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Figura 3. (A) Arbol filogenético del orden de los Herpesvirales, se muestran las divisiones a nivel de familias, géneros y
subfamilias, asi como el tipo de hospedero que infectan naturalmente. Extraido de Fields of virology 6th ed, pag.1804 [25]. (B)
Arbol de la familia Herpesviridae compuesto por 46 especies, se muestra las divisiones en subfamilias, extraido de McGeoch, D. J
y col. [37].

2.2.3 Tropismo celular

Dentro de los Herpesviridae, las tres subfamilias varian en su capacidad para infectar diferentes tipos

celulares:

a. Alfaherpesvirinae: son capaces de infectar un variado rango de tipos celulares, presentan ciclos
reproductivos cortos, se propagan rapidamente en cultivos celulares, destruyen las células a las
gue infectan y son capaces de establecer infecciones latentes principalmente en ganglios

sensoriales. Ejemplo: Herpes simplex 1y 2 (HSV), Virus de varicela-zoster (VZV) [25].

b. Betaherpesvirinae: estos virus tienen un rango de hospedero menor a nivel celular, aunque no es
una caracteristica exclusiva de la subfamilia. Establecen ciclos reproductivos mas largos (mayores
a 7 dias) y la propagacion en cultivos es menor que en los Alfaherpesvirinae. Pueden establecer

latencia en glandulas secretoras, rifiones y otros tejidos. Ejemplo: Citomegalovirus (CMV), 25,39].
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Cc. Gammaherpesvirinae: el rango de hospedero esté restringido a la familia u orden del hospedero
natural. Usualmente infectan especificamente linfocitos T o B y la latencia se establece en el tejido
linfoide. Ejemplo: Virus del Epstein Barr (EBV) causante de la enfermedad mononucleosis

Herpesvirus asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) [ [25].

2.2.4 Epidemiologia

La infeccion por HV humano es muy frecuente y de distribucién mundial. Segun la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) estimaciones realizadas al 2012, 3700 millones de personas menores de 50 afios (el
67% de la poblacion) tenian infeccién por HSV-1. La prevalencia estimada de la infeccion era mas elevada
en Africa (87%) y mas baja en las Américas (40%-50%). En las Américas, las estimaciones por regiones
de la prevalencia de HSV-1 en la poblacion de 0 a 49 afios, es de 178 millones de mujeres (49%) y 142
millones de hombres (39%) [29].

La infecciébn por HSV-1 es muy contagiosa, frecuente y endémica en todo el mundo. Se adquiere
mayoritariamente durante la infancia y dura toda la vida. La transmision puede realizarse a través del
contacto directo con saliva, por via genital, por trasplante de 6érganos o por transfusiones sanguineas.
Debido a su envoltura se pueden denominar virus labiles (ya que son sensibles a la desecacion) sin
embargo pueden resistir cierto tiempo en el medio exterior permitiendo la vehiculizacién de la infeccion por
las manos, objetos contaminados, lesiones o secreciones infectadas [28,29].

Durante la infeccién latente, se excretan particulas virales de manera intermitente sin signos clinicos de

enfermedad, lo que puede explicar su gran difusion a nivel poblacional [30].

2.2.5 Caracteristicas del virion y genoma

Todos los HV comparten la misma morfologia general del viribn que consta de una capside icosaédrica de
aproximadamente 100 nm de diametro y una cavidad que recorre su eje largo con una estructura que sirve
como portal para el empaquetado y liberacion del genoma viral (ver portal vertex en la figura 4A). El core
estd compuesto por una molécula lineal de ADN de doble cadena (ADNdc) de 125 a 295 kb. Al conjunto de
la capside y el core se le denomina nucleocéapside y esta rodeada, de adentro hacia afuera, por un material
amorfo compuesto por proteinas denominado tegumento y luego una envoltura de membrana lipidica que
contiene asociada espiculas de glicoproteinas virales en la superficie (glycoproteinas B (gB), H (gH), L
(gL), M (gM) y N (gN) algunas son responsables de la fijacion del virus a la célula (figura 4 A y B). Estas
espiculas son mas cortas y numerosas que en otros virus. El nimero varia entre los diferentes HV, en el
caso de Herpes Simplex se han identificado al menos 11 diferentes y el nUmero de copias por virion
pueden ser mas de 1000 [25].

El tamafio del viribn maduro varia desde 120 a 260 nm, esto se debe en parte a la variabilidad en el grosor
del tegumento y al estado en que se encuentra la envoltura, adoptando una morfologia desde esférica

hasta pleomorfica [24,25].
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Figura 4. (A) Esquema general de un virién de la familia Herpesviridae, se muestra la nucleocapside rodeada por la envoltura
plasmatica con sus glicoproteinas asociadas y las proteinas del tegumento interno y externo. Extraido de Viral Zone
(https://viralzone.expasy.org/) [24]. (B) Morfologia de un HV a partir de microscopia electrénica de transmision. Se muestra la

cépside (celeste) y el tegumento (naranja) dentro de la envoltura (azul y amarillo), barra= 100 nm. Extraido de Fields of virology
6th ed, pag 1825 [25].

En lo que respecta a su estructura genética, la molécula de ADNdc presenta muchos genes que se
encuentran superpuestos, pocos de ellos estdn empalmados. La mayoria de estos genes contienen una
secuencia promotora-reguladora, una caja TATA, un sitio de iniciacion de la transcripcién, una secuencia
lider en 5 de 30-300 pb no codificante, otra en la region 3’ de 10-30 pb y una sefial candnica de
poliadenilacion. Ademas, algunos de los ORFs (open reading frame o marco abierto de lectura) son anti
sentido entre si, contando alguno de estos con mas de un promotor para su expresion. Los genomas de
los HV codifican entre 70 y 200 proteinas. Cada transcripciébn generalmente codifica para una Unica
proteina, aunque en algunas instancias se puede encontrar una segunda unidad transcripcional integrada
en la secuencia de codificacion de la proteina mayor, asi se produce un polipéptido mas corto con
diferente funcion [24,25].

Otra de la caracteristica de los genomas es que contienen secuencias repetidas internas y terminales
mayores a 100 pb que pueden variar en nimero de copia, a partir de esto los HV pueden dividirse en 6

grupos nombrados de A a F de acuerdo a su presencia y ubicacién [10,25, 27].
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Figura 5. (A)- Diagrama del genoma de Herpes Simplex tipo 1, mostrando los segmentos Unicos cortos y largos (US y UL), los
repetidos terminales (TRL y TRS), las secuencias repetidas internas (IRL e IRS) y los origenes de replicacién OriL y OriS. (B) -
Mapa extendido de las regiones mostradas en la escala de kilo bases. Esta region codifica para las proteinas tempranas
inmediatas las cuales juegan un rol importante en establecer una infeccion productiva. Abajo se muestran las posiciones de las
secuencias que codifican los principales LATs (genes asociados a mantener el virus en estado latente). Extraido de Principles of
virology 4th ed, [38].

2.2.6 Propiedades bioldgicas

Los Herpesviridae comparten algunas propiedades biol6gicas generales:

1. Codifican para una gran cantidad de enzimas implicadas en el metabolismo del &cido nucleico, de
la sintesis de ADN y del procesamiento de las proteinas [25].

2. La expresién de los genes, la replicacién del ADN y el ensamblaje de la nucleocapside ocurre
dentro del nucleo y, la mayoria adquieren al menos parte de su tegumento y envoltura en el
citoplasma [18].

3. La produccion de progenie viral infectiva viene acompafada generalmente de la destruccion de la
célula infectada, lo que representa un ciclo litico. Esto se lleva a cabo mediante la expresion
regulada de los genes virales, de la replicacion, del ensamblaje del virién, de la salida de la célula 'y
de la transmision, mientras se controlan una gran cantidad de actividades del hospedero y de sus
defensas [25].

4. Por otro lado, son capaces de permanecer latentes en su hospedero natural, donde el genoma viral
se replica como un episoma junto con el ADN de la célula huésped, utilizando la maquinaria de
replicacion de la misma. Los factores que desencadenan la reactivacion son muy variables y poco

conocidos, por ejemplo, estimulos nerviosos (HSV) [24,25, 30].
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Muchos de estos virus inducen a la transformacién maligna de cultivos celulares in vitro y el EBV esta
asociado al carcinoma rinofaringeo y linfoma de Burkitt en humanos [30].

Asi mismo, los HV pueden diferir entre si en cuanto a sus propiedades biolégicas, por ejemplo, algunos
como el virus del Herpes Simplex Humano 1y 2 presentan un amplio rango de células hospederas donde
se multiplican rdpidamente y destruyen las células infectadas. En cambio, otros como el EBV son capaces
de infectar un restringido rango de células huésped, o establecen un ciclo replicativo largo como el
Citomegalovirus. También pueden presentar diferencias en los mecanismos que utilizan para evadir la

respuesta del hospedero, asi como en las manifestaciones clinicas de la enfermedad que causan [25].

2.2.7 Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico del virus se puede dividir en 3 grandes fases (figuras 6y 7):

a. Inicio de la infeccién

Comienza con la adsorcién por intermedio de las glicoproteinas de superficie del virus (gB, gC, gD y gH,
una o combinadas) con los receptores en la superficie celular. Esta unién va a provocar la penetracion por
endocitosis o la fusién con la membrana plasmética para liberar la cdpside y las proteinas del tegumento
en el citoplasma celular. La capside se transporta al poro nuclear donde libera el ADN viral que se

circulariza dentro del nucleo [25].

b. Replicacion litica

La sintesis de proteinas esta regulada en el tiempo y se sintetizan tres tipos diferentes en la célula.
Primero, se da la transcripcion de los llamados genes tempranos inmediatos, estos genes promueven la
transcripcién de otros genes tempranos ademas de proteger al virus contra la inmunidad innata del
hospedero. La transcripcién del ARNm viral la lleva a cabo la ARN polimerasa Il del huésped, estos
mensajeros codifican para proteinas implicadas en la replicacion del ADN viral. Las proteinas tempranas
participan en la replicacion viral y los genes tardios codifican para proteinas estructurales.

Por ultimo, se va a dar el ensamblaje de los virus en las llamadas fabricas virales nucleares, la liberacion
se produce por gemacion a través de la ldmina interna de la membrana nuclear, la cual ha sido modificada
por la insercion de glicoproteinas del virus en el Golgi. Los viriones atraviesan el citoplasma celular por el

reticulo endoplasmico y finalmente la célula termina siendo destruida [24,25, 28].
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c. Latencia

En esta etapa se esta restringiendo la activacién de los genes de expresién litica y se estan expresando
solamente los genes asociados a mantenerse en estado latente para el mantenimiento del genoma, el
control de la célula y las defensas del hospedero. Bajo determinadas condiciones puede reactivarse y
establecer un ciclo infectivo litico. Miembros de algunos géneros codifican para muchas proteinas que son
expresadas en el mantenimiento del estado de latencia, como EBV, en cambio otros como HSV no

requieren expresion de ninguna proteina [25,28].

A. Inicio de la infeccion B. Inicio de la infeccion
Replicacion litica «—— Latencia Replicacion litica > Latencia
Muerte Transmision Transmision

célula a célula

Figura 6. Esquema del resultado de la infeccidn litica y latente a nivel celular (A) y de los organismos (B). Extraido y adaptado de
Fields of Virology, 6th ed, pag 1804 [25].
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Figura 7. Ciclo reproductivo unicelular del virus del Herpes Simplex tipo 1. Brevemente, se esquematiza el ciclo de infeccion
del virus desde que se une a la membrana celular a través de las glicoproteinas de superficie, ingresa a través de la fusion de
membranas independiente de pH o por endocitosis, se libera la capside y las proteinas del tegumento al citoplasma, ingresa el

material genémico al nicleo (1 a 8). Luego comienzan la transcripcién y traduccién de los genes tempranos inmediatos, tempranos

y tardios (9 a 12). En paralelo se sintetiza el ADN viral, la replicacién y la recombinacion del ADN producen ADN concatemérico
largo, la plantilla para la expresién génica tardia. Los genes tardios seran proteinas estructurales y proteinas que serviran para el
ensamblaje y egreso del virién (13 a 15). Finalmente se da el ensamblaje de la capside con el ADN viral y algunas proteinas del

tegumento en el nucleo y en el citoplasma pasa por el Golgi donde adquiere la membrana con las glicoproteinas de superficie (16

a 22). Por ultimo, la particula de virus envuelta se transforma en una vesicula que se transporta a la membrana plasmética para su

liberacién por exocitosis (23 a 24). Extraido de Principles of Virology, 4th ed. Pag. 515 [38].
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2.2.8 Interaccion y coevolucion virus-hospedero

Los HV pueden interaccionar con el hospedero a diferentes niveles: Inhibiendo la respuesta inmune innata
y adaptativa, modulando o inhibiendo la apoptosis, modulando el ciclo celular, e inhibiendo el “splicing” del
ARN del hospedador [24]

Existe una relacion muy estrecha entre el virus y el hospedero, ya que el virus precisa de éste para
multiplicarse, esto conlleva a la evolucién en paralelo entre ellos. La presencia en el hospedero durante
mucho tiempo puede tender a determinar una atenuacion del patégeno y una resistencia del hospedero al
mismo. En contraste con algunos virus que han evolucionado para propagar rapidamente nuevos
genotipos en la poblacion hospedera, como lo hace el virus de influenza, los HV se han mantenido
relativamente estables en sus hospedadores durante el curso del tiempo y/o muestran una distribucién de
genotipos definida geograficamente. Los HV estan bien adaptados a sus anfitriones, han adquirido genes y
funciones que permiten una interaccion mas finamente regulada entre virus y hospedero, lo que resulta en
una relacion HV-hospedero a largo plazo. Por consiguiente, el hospedero natural es inmunocompetente y

las infecciones productivas con formacion de nuevas particulas infecciosas son raras [25,31].

2.2.9 Antecedentes de Herpesvirus en murciélagos

Al momento se han reportado diversos trabajos de deteccion de Herpesvirus en murciélagos [7-10, 17,
21,8, 40 y 44] pertenecientes a las tres subfamilias Alfa-, Beta- y Gammaherpesvirinae, a partir de
muestras de heces, sangre, hisopados anales y saliva en diferentes especies de murciélagos mediante

PCR y por aislamiento en cultivos celulares [9,10].

A modo de ejemplo, estudios realizados en Guatemala sobre la diversidad microbiol6gica en D. rotundus
detectaron dos HV (DrHV-1 y DrHV-2) mediante PCR para la regién de la ADN polimerasa. De un total de
396 muestras, 35 de ellas fueron positivas para HV, las cuales pertenecian a 33 individuos siendo el virus
mayormente encontrado. Se analizaron diferentes tipos de muestras: heces, sangre e hisopado bucal
comprobando que este ultimo tipo de muestra fue el mas efectivo para la deteccién, obteniéndose 30
positivos de 103 muestras de saliva. Los analisis filogenéticos de esta region los ubican a lo HV
detectados dentro de la subfamilia Gamma y Betaherpesvirinae respectivamente [7].

En cuanto a los diferentes tipos de muestras otros trabajos también han reportado la presencia de HV en
saliva. Un analisis de comparaciéon del viroma de D. rotundus y M. molossus (especie insectivora de la
familia Molossidae) determind que la mayoria de los HV fueron detectados en las muestras de saliva de M.

molossus [10].

Como se mencion6 anteriormente los HV han sido detectados en una gran variedad de tipos de muestras
y provenientes de murciélagos con diferentes tipos de dietas: hematofagos, insectivoros y hasta
frugivoros. Ejemplo de este ultimo es un analisis realizado en murciélagos de la fruta de Indonesia

(Pteropodidae) donde se aislé un HV de la subfamilia Alfaherpesvirinae previamente desconocido, el
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mismo fue caracterizado como un miembro del género Simplexvirus, el cual incluye virus humanos
comunes como HSV 1 y 2. Si bien los Alfaherpesvirus se diseminan en humanos y otros animales, hay

poca informacion sobre su distribucion en murciélagos [8].

Los estudios de genomas de HV reportados de diferentes especies hospedadoras mostraron que los
mismos presentaban regiones muy similares entre ellas, esto indicaria que la evolucién de los diferentes
HV se ha dado a través de las especies animales que los hospedan. Por lo tanto, una mejor
caracterizacion y estudio de los genomas de diferentes HV animales podria ayudar al entendimiento de la

evolucién de los HV en general y en particular de los HV humanos [32].

2.3 Hipotesis

Los Herpesvirus son capaces de infectar murciélagos de diversas especies y de amplia distribucién
geogréafica. Nuestras poblaciones de quirdpteros no serian una excepcion, por lo tanto, esperamos
detectar en ellas a virus de la familia Herpesviridae y analizar su variabilidad genética. Para ello, nos
propusimos analizar un conjunto de muestras de saliva de murciélagos insectivoros y hematéfagos

colectados en diferentes regiones de nuestro pais.
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3 OBJETIVOS

e Objetivo general

Deteccién y caracterizacion de Herpesvirus a partir de muestras de saliva de murciélagos

insectivoros y hemat6fagos colectados en diferentes zonas del territorio uruguayo.

e Objetivos especificos

£

*

Produccion de control positivo de Virus del Herpes Simplex 1 humano (HSV-1) en cultivos
celulares, mediante infeccion de la linea celular Vero.

Puesta a punto de una PCR en tiempo final a fin de amplificar una regién
filogenéticamente informativa de la polimerasa de HV.

Andlisis de hisopados bucales de murciélagos autdctonos mediante PCR para la deteccién
de HV.

Secuenciacion de las muestras positivas para su identificacidén, caracterizacion y estudios

filogenéticos.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Produccion de control positivo

4.1.1 Cultivo celular e infeccion

Para la produccién del control de virus se realizd la propagacion de una cepa de referencia de Herpes
Simplex tipo 1 humano (HSV-1) de la familia Herpesviridae, en cultivo celular en monocapa de células
Vero (linea celular continua derivada de rifibn de mono verde africano, Cercopithecus aethiops) existente
en el laboratorio

Los procedimientos aqui descriptos fueron realizados en cabina de bioseguridad de clase Il de la Seccion

de Virologia de Facultad de Ciencias.

Las células fueron crecidas en medio minimo esencial (MEM) con sales de Earle, suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB), 1% de glutamina y 1% de antibiético. Se incubaron en estufa a 37°C y una
atmésfera de CO, al 5%. Los subcultivos se realizaron cada 48-72 hs, despegando las células del sustrato
con una solucién de tripsina 1X en PBS. Se prepararon dos placas p60, una para control de infeccion y la
otra para infeccion. Cuando el cultivo celular alcanz6 un estado de confluencia de alrededor del 80%, se
realizé la infeccién con la cepa de HSV-1.
Brevemente;
1. Se descart6 el medio de cultivo, se lavé la monocapa celular con 1mL de PBS y se agreg6 100uL
de in6culo de virus y 900uL de medio sin SFB (MEM 0%). La placa control se manejo en paralelo, y
en lugar de agregar virus y medio solo se agregé medio sin suero fetal y se incub6 durante 1 hora
en estufa a 37°C y 5% de CO2, moviendo las placas cada 15 minutos por agitacion suave para que
mejore la adsorcion a toda la monocapa celular.
2. Se descart6 el in6culo y se adicioné 5 mL de MEM-E con 2% de SFB (MEM 2%) y se dejo
incubando en estufa 37°C y 5% de CO2 hasta la aparicion de efecto citopatico (ECP).
3. Alas 72 hs, cuando se observé el ECP caracteristico del virus, que consta de la formacion de
racimos con células redondeadas y desprendidas del sustrato.
4. Se cosecharon las células infectadas mediante raspado y se centrifugaron a 1200 rpm por 5
minutos, descartando el sobrenadante y congelando el pellet celular para su conservacion a -80°C

hasta su utilizacion.
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4.1.2 Extraccion de ADN total de infeccidon en cultivo celular

La extraccion del ADN viral, se realizé por dos diferentes métodos de extraccion con el fin de obtener una

cantidad y calidad 6ptima de ADN para ser usada como control.

Se utilizé el método del Trizol®, y un kit de extraccion de ARN de Zymo Research®. Ademas, ambas
pruebas se combinaron con diferentes buffers para resuspender el pellet celular, con PBS o buffer de lisis
AVL® (QIAmp Viral RNA de Qiagen).

- Extraccion con Trizol®:

1. Se resuspendié y homogeneizé el pellet celular con 200 pL de Trizol y se incubé por 5
minutos. Se agregaron 40 pL de cloroformo se incubé 3 minutos y se centrifugé por 15
minutos a 12000 rpm a 4°C. Al separarse las distintas fases, se descart6 la fase acuosa, y
se reservo la interfase y la fase fendlica.

2. Se agreg6 60 pL de etanol 100% para precipitar el ADN y se mezclé por inversion
incubando por 3 minutos. Luego se centrifugd por 5 minutos a 2000 rpm a 4°C y se descartd
la fase fenol-etanol (sobrenadante).

3. Se resuspendiob el pellet en 200 L de citrato de sodio 0,1 M en etanol 10 %, pH 8.5, se dejé
incubar por 3 minutos mezclando de vez en cuando por inversién suave. Se centrifug6 por 5
minutos a 2000 rpm a 4°C, se descarto el sobrenadante (se repite este punto).

4. Luego se resuspendio el pellet en 400 puL de etanol 75% y se dejé por 20 minutos,
mezclando por inversion. Se centrifugd por 5 minutos a 2000 rpm a 4°C, se descart6 el
sobrenadante y el pellet de ADN se dej6 secar al aire durante 10 minutos.

5. Se resuspendié el pellet en 0,3 mL de NaOH 8 mM, se centrifugé por 10 minutos a 12000

rpm a 4°C y luego se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo para almacenar a -20°C.

- Extraccién con kit de extraccion de ARN de Zymo Research®:
Se utilizé el Kit (Quick-RNA™ MiniPrep Catalog Nos. R1054 & R1055) y se sigui6 el protocolo

descripto por el fabricante, omitiendo los pasos de remocion de ADN gendémico y del tratamiento

con ADNasa I.
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4.2 Procesamiento de las muestras

4.2.1 Captura de ejemplares y toma de muestras de saliva

Se analizaron un total de 71 hisopados bucales de murciélagos capturados entre los afios 2013 y 2015 por
Lic. German Botto, (colaborador del laboratorio e integrante del PCMU, Programa para la Conservacion de
Murciélagos de Uruguay), pertenecientes al banco de muestras de la Seccion Virologia de Facultad de
Ciencias. Los individuos muestreados pertenecen a las tres familias reportadas para Uruguay y se
clasificaron morfolégicamente como: Tadarida brasiliensis (N=28), Desmodus rotundus (N=14), Myotis sp.
(N=15), Eptesicus furinalis (N=5), Molossus molossus (N=4), Eumops diminutus (N=1), Molossops

temminckii (N=2), Eumops bonariensis (N=1) y Molossus rufus (N=1) (Anexo tabla 2).

Los murciélagos fueron capturados en distintas zonas de nuestro pais (departamentos de Artigas, Rivera,
Maldonado, Montevideo y Rocha). Las capturas se realizaron utilizando redes de niebla colocadas a la
entrada de los refugios identificados o en zonas de posible pasaje de los animales en vuelo. Las muestras
de saliva se tomaron utilizando hisopos de algodon estériles. Los mismos se colocaron en criotubos con
buffer de lisis viral (Buffer AVL®, Qiagen, Hilden, Alemania) para mantener intacta la integridad de los
acidos nucleicos, una vez en el laboratorio fueron guardados a -80°C para la conservacion del material

gendmico [16,33]. Ademas, por cada individuo se registraron datos como sexo, localidad.

4.2.2 Extraccion de material genémico de las muestras

Las muestras a utilizar en este trabajo fueron previamente analizadas para la biusqueda de rhabdovirus y

pneumovirus [33]. En dicho estudio se realizé la extraccion de ARN total, el cual fue obtenido a partir de los

hisopados bucales utilizando el kit para fluidos QIAmp Viral RNA (Qiagen, Hilden, Alemania). Aunque este kit

esta optimizado para extraer mayoritariamente ARN total, por estar basado en el método de Boom vy col. [34]

también permite la extraccion simultdnea de ADN. Los hisopados bucales obtenidos en los afios 2013 y 2015

fueron sumergidos en 200 uL de buffer AVL (Qiagen). Al momento de realizar la extraccion, se le agregaron

500 pL del mismo buffer y 5,6 pL del carrier de ARN (Qiagen), luego se incubd a temperatura ambiente

durante 10 minutos, y se continud con el proceso de extraccion segun las instrucciones del fabricante [33].

26



4.3 Analisis moleculares

4.3.1 Puesto a punto para la amplificacioén del ADN viral control

Se realiz6 una PCR anidada descripta por VandenVanter y col. [32] con 5 oligonucleétidos degenerados
dirigidos a la regién genomica de la ADN polimerasa viral, en la tabla 2 se detallan las secuencias, la

polaridad y la ronda de PCR en la que se utilizan.

Tabla 2. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen de la ADN polimerasa viral.

. . . ey o . Ronda
Oligonucledtido Secuencia (5’-3’) Polaridad de PCR
DFA GAYTTGCNAGYYTNTAYCC + 1°
ILK TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTNAA + 1°
KG1 GTCTTGCTCACCAGNTCNACNCCYTT - 1°
TGV TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNGT + 2°
IYG CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT - 2°

Brevemente, en la primera ronda de PCR en la mezcla de reaccién se colocé 12.65uL de H,O ultrapura, 2.5uL
de Buffer de PCR 10X, 0.75uL de MgCl, (50mM), 0.5uL de dNTPs (10mM), 2.5uL de los oligonucledétidos
DFA, ILK y KG1 (10 uM) en un formato multiplex, 1.1uL de Taq Platinum® y 1uL de extracto de ADN, en un
volumen final de 25uL. Para la segunda ronda se siguié el mismo protocolo utilizando 2.5uL de los
oligonucledtidos TGV e IYG (10 yM), una alicuota de 2.5uL de la primera ronda de PCR y 13.65uL de H,O
ultrapura.

El protocolo de ciclado es igual para ambas PCRs y consta de 45 ciclos de 94°C - 30 segundos, 45°C - 1
minuto, 72°C - 1 minuto, y una extension final de 72 °C - 7 minutos.

Los productos de la PCR anidada son fragmentos de entre 215 y 315 pb [9] y se visualizaron en geles de
agarosa al 1% en TAE 1X y tefidos con SYBR® Safe (Invitrogen) utilizando como marcador de peso
molecular GeneRuler 100pb DNA Ladder (Thermo Scientific).

4.3.2 Secuenciacién de muestras positivas

En las muestras donde se observé un amplicon de un tamafio aproximado entre 200 y 300 pb, similar al
obtenido con el control positivo, se enviaron a purificar y secuenciar con los oligonucleétidos de la segunda

ronda de PCR (TGV e IYG) a Macrogen Inc. (Corea del Sur) segln sus requisitos de envio.

4.3.3 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas a partir del cromatograma recibido desde Macrogen, se ensamblaron y
corrigieron utilizando el programa BioEdit, luego de obtener las secuencias consenso para cada muestra,
se compararon con la base de datos del NCBI-Genbank mediante BLAST (Basic Alignment Search Tool).
Para la construccién de la filogenia se utilizaron las secuencias obtenidas en este trabajo, las que
resultaron con mayor valor de homologia y cobertura por BLAST, y las secuencias reportadas por Wray y
col. y Zheng y col. Los alineamientos se llevaron a cabo con 3 programas diferentes: MAFFT, Clustal W y

Muscle, estos dos ultimos fueron los que resultaron mejores para nuestro conjunto de secuencias. Los
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analisis filogenéticos se realizaron utilizando el criterio de maxima verosimilitud, a través del programa

PhyML (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/), siendo el modelo de sustitucion nucleotidica més ajustado a
los datos el GTR (General Time Reversible). Los soportes estadisticos de los nodos se calcularon
mediante aLRT (approximate-likelihood ratio test).
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5 RESULTADOS

5.1 Produccion de control positivo en cultivo celular

Se propagd una cepa control de HSV-1 humano en células Vero, consecuentemente, a las 24hs post-
infeccion (figura 8B) se comenz6 a observar efecto citopatico que consta de células redondeadas, mientras
gue a las 48hs ya se presentan agrupadas en racimos (figura 8C y D) en comparaciéon con el crecimiento

confluente del cultivo sin infectar (figura 8A).

Figura 8. Etapas del proceso de infeccién con HSV-1 en cultivos de células VERO.
A- Control sin infectar; B, C 'y D- 24, 42 y 72 hs post infeccién, se puede observar las células redondeadas y agrupadas en

racimos. Fotos: Lucia Moreira.

Finalmente, la cosecha se realiz6 a las 72 hs y se centrifugaron las células. Los pellets celulares se
resuspendieron con 2 buffers diferentes, PBS y AVL® (tampdn de lisis utilizado para purificar acidos
nucleicos virales). Luego, se prosiguié a realizar las extracciones con Trizol® y el kit comercial de Zymo
Research ® en combinaciéon con ambos buffers (Trizol® / Kit- PBS, Trizol® / Kit- AVL®).
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5.2 Puesta a punto de PCR para la amplificacion del ADN viral

Las extracciones fueron utilizadas de forma exitosa para la puesta a punto de los ensayos de PCR
anidada. Se amplificé la regién gendémica de la ADN polimerasa viral con los oligonucleotidos degenerados
disefiados para dirigirse especificamente a secuencias que codifican motivos de aminoacidos altamente
conservados que cubren una regioén de aproximadamente 800 pb [32]. Finalmente, los 5 oligonucleétidos

utilizados en un formato multiplex dan como producto un amplicén de entre 215 y 315 pb (Figura 9).

6 7 8 MPM-

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR Safe.
Amplificacién de las extracciones realizadas a partir de las infecciones en cultivo celular con HSV-1. 1- Kit-PBS; 2- Trizol- PBS; 3-
Kit- AVL; 4- Trizol- AVL; 5- carril vacio; 6- Control de células sin infectar Trizol-PBS; 7- Trizol-PBS; 8- Control negativo de PCR,;
MPM- Marcador de peso molecular de 100 pb. El tamafio del gen detectado es de entre 200-300pb.

5.3 Procesamiento de las muestras por PCR

En total fueron analizadas por PCR un total de 71 muestras de saliva provenientes de hisopados faringeos
de un total de 9 especies de murciélagos de diferentes zonas del pais (departamentos de Artigas, Rivera,

Rocha, Maldonado y Montevideo).

A partir de la PCR anidada se detectaron mediante visualizacién por electroforesis, 48 muestras con
bandas correspondientes al tamafio esperado (200- 300 pb). En la figura 10 se muestra el amplicén de

algunas muestras positivas y el control.
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Figura 10. Deteccion del gen de la ADN polimerasa de HV en gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR Safe. Carriles: 1,2y 3-

muestras; 4 y 5-controles negativos; 6, 7 y 8-muestras; 9-control negativo; 10-control positivo (HSV-1); MPM-marcador de peso

molecular GeneRuler de 100 pb (Thermo Scientific).

En la tabla 3 se muestra la cantidad de muestras positivas por total de muestras analizadas de cada

especie y la localidad donde fueron colectadas. De las 9 especies analizadas, solamente 1 (E.

bonaerensis) resulté negativa por PCR. La deteccion por PCR de HV resulté de ser de un 68% en total

para los 5 departamentos muestreados.

Tabla 3. Muestras analizadas por PCR.

Especies

T. brasiliensis
D. rotundus
Myotis spp.

E. furinalis

M. molossus

E. diminutus
M. temminckii
E. bonariensis

M. rufus

Cantidad
positivas/analizadas
25/28
6/14
8/13
0/2
1/2
0/2
1/1
3/3
1/1
1/1
1/2
0/1
1/1
Total: 48/71

Localidad

Rivera
Maldonado
Rivera
Artigas
Artigas
Rocha
Montevideo
Rocha
Artigas
Artigas 2

Artigas
Artigas
Artigas
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5.4 Secuenciacion

Los amplicones obtenidos para las 48 muestras positivas, asi como el control HSV-1, se enviaron a
purificar y secuenciar a Macrogen Inc Korea con los oligonucleétidos TGV e IYG (tabla 2 de materiales y

métodos).

macrogen
File: LMMI10_IYG.abl Run Ended: 2018/8/1 20:26:13 Signal G:6293 A:4634 C: 14324 T:4197
Sample: LMMI0 IYG  Lane:25  Basespacing: 13.720865 203 bases in 2564 seans Page 1 of 1

10 0 30 a0 50 1] 0 a0 bl 100 110
MRGATEC AT TGG TC GGGGGUGCGUATG TCGGCCGCC TCCGGE MATCGGECAGG AGC TG TTCGAAGGL L GCCCAGLGOGCG TGG ACGTACT CGCGGGTCGCGAG CAGLATCTCGLG

Sample: LMMIT IYG  Lane:31 Basespacing: 14.789679 196 bases in 2389 scans ~ Page 1 of 1

10 0 30 a0 bl it To & 90 100 110 120
GT GTGEG TAGGUT AC @GACCOGTCCT C COOAGTACT € GI ACACCG AT TTACAAT CTCCTTCG ACTCGAAAGE GTG AT GCAGGAAATC CGCCG TACGAGACAACAT CATCCTACCTATAC GAGTT
\_|'

"A‘W'.l‘ L u“ Al

130 140 150 160
ATGGACGC GGCTATGGGAAGACACGGCATTATCCCACTGGLC \CCCCCGTG L\CCCGTPC ACCG \GTT;\C.\\

i

Figura 11. Cromatograma de las secuencias génicas obtenidas por secuenciacion con el oligonucleétido IYG correspondientes al

control de HSV-1 (A) y de una muestra positiva (B) recibidas desde Macrogen Inc antes de procesarlas.
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La figura 11 se muestran ejemplos de los cromatogramas recibidos desde Macrogen correspondientes a
las secuencias de HSV-1 (control- Figura 11A) y de una muestra positiva (Figura 11B). Luego de editar las
secuencias en el programa BioEdit, se realizé la busqueda de secuencias homélogas con la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Las secuencias resultantes alinearon exitosamente con la region de la ADN
polimerasa de diversos HV reportados, a excepcidn de una muestra cuya secuencia resulté de mala
calidad y fue descartada para los posteriores analisis (LMM4). Como era de esperarse, el control alined

completamente con un Herpes Simplex humano tipo 1.

5.5 Analisis filogenéticos

Las secuencias parciales del gen de la ADN polimerasa obtenidas fueron editadas y alineadas junto con
72 secuencias del GenBank representativas de la familia Herpesviridae publicadas previamente, las cuales
fueron obtenidas de ejemplares de murciélagos y otros vertebrados. El arbol filogenético realizado (figura
12) muestra que las secuencias se subdividen en las 3 subfamilias Alfa-, Beta- y Gammaherpesvirinae.

La cepa control de HSV-1 cae dentro de la subfamilia Alfaherpesvirinae, 20 de las muestras positivas se
agrupan dentro del grupo correspondiente a la subfamilia Gammaherpesvirinae, y 27 a la subfamilia
Betaherpesvirinae (Tabla 4). Estas se diferencian en el arbol en color rojo, indicando género y especie de
los individuos de donde fueron extraidas las muestras, la localidad de colecta y el nimero de referencia de
la secuencia (LMM*). Otras secuencias correspondientes a murciélagos se encuentran indicadas por
género y especie o como Murciélago Herpesvirus. Todas las secuencias extraidas de la base de datos del

GenBank se encuentran referenciadas con sus respectivos nimeros de acceso.

Tabla 4. Cantidad de muestras positivas por especie para las subfamilias Beta- y Gammaherpesvirinae.

Especie Betaherpesvirinae Gammaherpesvirinae
T. brasiliensis 15 9
Myotis spp. 7 2
D. rotundus 0 6
M.molossus 2 1
M. rufus 0 1
M. temminckii 1 0
E. diminutus 1 0
E. furinalis 1 1
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Figura 12. Arbol filogenético de secuencias parciales del gen de la ADN polimerasa de las muestras positivas junto con

otras secuencias representativas de la familia Herpesviridae. El arbol fue inferido por método de distancia y maxima

verosimilitud con modelo GTR y soporte de nodos por aLRT (se muestran los valores > a 0.75). Las secuencias estan identificadas
por el N° de acceso del NCBI, nombre comun de la especie que fue aislado, género y especie en caso de tratarse de murciélagos
y las obtenidas en este trabajo resaltadas en rojo y con n° de referencia (LMM¥).
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6 DISCUSION

En el presente trabajo se procesaron un total de 71 muestras de saliva pertenecientes a murciélagos de 9
especies de las 3 familias presentes en Uruguay (Phyllostomidae, Molossidae y Vespertillionidae)
colectadas en los departamentos de Artigas, Rivera, Rocha, Maldonado y Montevideo. 47 (66%) de los 71
de los individuos analizados mediante amplificacion de una regién conservada de la ADN polimerasa de
Herpesvius (HV) resultaron positivos para Beta- o Gammaherpesvirus y pertenecen a 8 especies:
Desmodus rotundus, Tadarida brasiliensis, Myotis spp, Eptesicus furinalis, Eptesicus diminutus, Molossops
temminckii y Molossus molossus y Molossus rufus.

Los extractos de material gendmico fueron previamente procesados para la basqueda de pneumo- y
rhabdovirus, igualmente se detectd un alto porcentaje de HV en estas muestras.

Las muestras de saliva han demostrado ser una alternativa eficaz frente a las muestras de sangre que
pueden resultar dolorosas y estresantes para los animales, y mas complicados de tomar para el
investigador. En cambio, las muestras de saliva para la obtencion de ADN permiten que el manejo y la
toma sea mas féacil, es indoloro y no invasivo, y ademas la muestra es estable a temperatura ambiente en
buffer adecuado para su conservacion, lo que facilita el transporte. La mayoria de las detecciones
reportadas en la literatura han sido a partir de muestras de sangre, por lo que se ha visto en aumento el
namero de HV gamma-linfotropicos y BetaHV. Una expansion en la busqueda de muestras como saliva o
frotis de garganta y ganglios probablemente conduzca también a la deteccién de nuevos virus incluyendo

AlfaHV [25] aunque no han sido reportados en este trabajo.

Previo a los analisis moleculares de las muestras, se realiz6 la propagacion exitosa de una cepa de
referencia de Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) en cultivo celular en monocapa de la linea Vero para usar
como control positivo de referencia en la PCR. La extraccion de ADN total del cultivo se realiz6 mediante
dos métodos diferentes de extraccion combinados con diferentes buffers (PBS y AVL®), con el fin de
comparar rendimiento ya que las muestras procedentes del campo se conservaban en AVL®. A partir de la
electroforesis obtenida de la prueba con los controles (figura 9), podemos concluir que los dos métodos de
extraccion (Trizol® y kit comercial) y la puesta a punto de la PCR funcionaron exitosamente, debido a que
se pueden observar bandas correspondientes a los amplicones de entre 200 y 300 pb esperadas. Con
respecto a la comparacion de rendimiento, no hubo diferencia observable entre el método de Trizol® y Kit
con las respectivas combinaciones de PBS y AVL® ya que se logré amplificar en todos los casos y las
intensidades en las bandas fueron similares. Ademas, la secuencia génica obtenida para el control de

HSV-1 nos confirma su identidad y garantiza el proceso de aislamiento y extraccién del material genético.

La amplificacion por PCR utilizando cebadores degenerados dirigidos a regiones conservadas de los
genes del core, como el gen de la ADN polimerasa ha permitido el descubrimiento de nuevos HV. Esta
region se encuentra flanqueada por motivos conservados y las diferencias de codificacion de aminoacidos
dentro de esta region para todas las especies de HV puede proporcionar una identificacion de secuencias
de ADN conocidas y nuevas [32]. Las 71 muestras fueron procesadas por PCR y secuenciacién de

acuerdo a lo descripto en materiales y métodos, de éstas se obtuvo un alto nUmero de muestras positivas
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N=47, 66%. Las secuencias obtenidas permitieron a su vez identificar 27 (57%) pertenecientes a la
subfamilia Betaherpesvirinae y 20 (43%) a los Gammaherpesvirinae. Los amplicones obtenidos son
menores a 400 pb de largo, pero resultan de informacion suficiente y confiable para la caracterizacién a
nivel de subfamilia. Para obtener una identificacion a nivel de género seria necesario incluir mas

informacién de secuencia.

Como se menciond antes la filogenia se construy6 con las secuencias obtenidas en el presente estudio y
otras reportadas previamente (figura 12). El arbol filogenético muestra que las secuencias se dividen en
las 3 subfamilias de la familia Herpesviridae (Alfa-, Beta- y Gammabherpesvirinae), mostrando ademas una
gran diversidad genética a la interna de cada grupo, con diferentes HV aislados de vertebrados de varias
especies. Para garantizar la fiabilidad de las secuencias positivas y la correcta construccion del arbol, se
puede observar que la secuencia control de HSV-1 (LMM10) cae dentro de la subfamilia Alfaherpesvirinae
junto con otra secuencia de AlfaHV humano 1 (AF452491.1) descartando asi una posible contaminacion
de las muestras.

Se pueden identificar diferentes clados independientes dentro de cada subfamilia (Beta y Gamma)
sugiriendo distintas variantes de HV con divergencia variable (entre 70 y 80%, ver Figura 1 anexo)
respecto a HV previamente descriptos, que a su vez se corresponden con diferentes especies y/o

localidades donde se tomaron las muestras.

Las secuencias obtenidas de Desmodus rotundus (LMM 2,3,5,8,49 y 50) corresponden todas a
Gammabherpesvirus y son las Gnicas que se encuentran directamente emparentados con un HV-5 aislado
de Pteropus giganteus (detectado de muestras de Bangladesh por Anthony y col. 2013b). Tanto en el
alineamiento como en Blast, se observa que las mismas comparten un 96% de identidad de secuencia
(figura 12 y Figura 1A anexo). Previamente Wray y col. reportaron un HV en D. rotundus de Guatemala
con la misma identidad de secuencia que el aislado en P.giganteus. En su trabajo también encontraron
una secuencia idéntica proveniente de muestras procedentes de Brasil en 2011. Esta similaridad en las
secuencias podria significar que, si bien las especies se encuentran muy distantes geograficamente, la
region amplificada se encuentra muy conservada. Wray y col. sugieren que el descubrimiento de virus tan
similares pero lejanos geograficamente y en murciélagos de especies distantes puede atribuirse a la
dispersion de los HV en la naturaleza, alternativamente es posible que el reservorio de estos virus podrian
no ser los murciélagos, sino algln vertebrado doméstico con amplia distribucion geografica u otro grupo de

animales que también entre en contacto D. rotundus y P. giganteus [7].

Las muestras correspondientes a Tadarida brasiliensis y Myotis sp que fueron colectadas en el mismo
refugio, en la Usina de Cufiapird (Rivera) se encuentran distribuidas entre las subfamilias Beta- y
Gammabherpesvirinae. Dentro de los pertenecientes a los GammaHV se destaca un grupo de virus de T.
brasiliensis (LMM 17,24,25,22,14 y 28) que forman a un clado monofilético independiente. Las secuencias
mas cercanas corresponden a HV aislados de Hipposideros larvatus y Rinolophus blythy (KR261841 y 52)

en China por Zheng,X.Y y col., sin embargo, considerando la homologia observada cuando se analiza por
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Blast (70-73%), es posible que nuestras secuencias correspondan a una variante diferente de HV (Figura

1B anexo).

Las secuencias de T. brasiliensis (LMM15) y Myotis spp. (LMM 42 y 39), se agrupan juntas con un alto
soporte estadistico (1) representando variantes mas ancestrales con respecto a los virus antes
mencionadas. Estos murciélagos de dos especies diferentes fueron capturados en el mismo refugio, y se
pueden encontrar formando grandes colonias mixtas, por lo que podria ocurrir transmision de virus entre
ellos. La secuencia T. brasiliensis (LMM 41) se encuentra junto con una secuencia de Molossus rufus
(LMM 47) colectado en Artigas, estas secuencias se encuentran emparentadas mostrando un valor de
soporte de 1. Ademas, comparten el mismo ancestro con las descriptas para D. rotundus, pero no serian la
misma variante viral, dado que se encuentran en clados separados, y pertenecen a localidades lejanas. A
su vez, en el andlisis de Blast, la secuencia con mayor homologia (72,6%) corresponde a un GammaHV
de Neoromycia helios (MF579868) (Figura 1C anexo).

Por dltimo, dentro de la subfamilia Gammaherpesvirinae, las secuencias T. brasiliensis (LMM31) y E.
furinalis (LMM13), se encuentran méas divergentes con respecto a los otros GammaHV, en caso de la
secuencia LMM31 el blast muestra homologia con un HV del Gorila de la montafia (KU578070.1) con un
84% de identidad, y la LMM13 con un HV aislado de Neoromicia helios (MF579568.1) con un 79% de
identidad (Figura 1 D y E respectivamente del anexo). Sin embargo, la topologia de la filogenia las coloca
divergentes y basales, ademas el fragmento en el cual se alinean es mas corto. Para definir la posicion

definitiva de estas variantes es necesario obtener mayor informacién de secuencia.

Con respecto a la subfamilia Betaherpesvirinae, se pueden distinguir 3 variantes diferentes de HV
asociadas a Myotis sp y T. brasiliensis. La primera corresponderia al grupo de Myotis spp. (LMM
38,36,37,45,43) y un T. brasiliensis (LMM46) que conforman un grupo monofilético donde su secuencia
mas homodloga (70,5%) y con mayor cobertura corresponde a un HV aislado de Tylonycteris robustula
(JQ814846.1) (Figura 1 F anexo).

La segunda variante corresponderia al gran grupo compuesto por T. brasiliensis (LMM
26,19,33,30,27,32,35,18,23,21,16,34, y 20) y Myotis sp (LMM40). Este grupo tiene un soporte de 0,87 y
aparece como hermano a dos secuencias de Molossus molossus y Eptesicus furinalis, pero con valor de
aLRT no significativo. Si consideramos los resultados de Blast, la secuencia que muestra mayor homologia

(77%) y cobertura corresponde a un HV murino (Figura 1 G anexo).

Emparentados a este grupo se pueden observar otras variantes de BetaHV asociados a M. molossus
(LMM 9) colectado en Rocha, el cual agrupa con LMM48 de un E. furinalis colectado en Montevideo,

aunque este ultimo parece ser mas divergente al presentar un tamafio de rama mas largo.

La tercera variante, esta asociada a T. brasiliensis (LMM29) y Myatis spp. (LMM44), y son las mas basales

dentro de los virus de murciélagos en la subfamilia, sugiriendo que son ancestrales a otros BetaHV
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analizados. Estos virus se agrupan emparentados a otros provenientes de murciélagos de Uruguay
(Molossops temminckii, Molossus molossus y Eptesicus diminutus) pero separados por la localidad, dado
gue éstos ultimos provienen de Artigas.

Al igual que en los GammaHYV, de nuevo se observa una misma variante viral en murciélagos de diferente
especie. En el caso de Tadarida-Myotis conviven en el mismo refugio (Usina de Cufiapird- Rivera) y
resultaron positivos para virus que aparecen indistintamente en cualquiera de las 2 especies. Ademas, en
el mismo refugio hay circulacion de varios clados de HV de Beta y Gamma. Debido al sesgo mencionado
en materiales y métodos, donde en caso de coinfeccion solamente se detectara Gamma, se podria sugerir
una posible coinfeccibn de Gamma- BetaHV, y que este Ultimo es de circulacibn mas frecuente debido a
gue hubo mayor cantidad de individuos positivos y/o que los GammaHV se encuentran en muy baja
concentracién para que la técnica no los detecte. Sin embargo, para confirmar esto habria que profundizar

en los estudios para confirmar.

En el caso de Molossus- Eptesicus se distinguen diferentes variantes asociados a ellos. Incluso en
aqguellos casos que en nuestro analisis no comparten refugio, se ubican juntos en el arbol. Esto se puede
explicar por ser, junto a Tadarida y Myotis, el otro par frecuente de murciélagos de diferentes especies que
ecolégicamente se encuentran muy asociados al compartir refugios como construcciones suburbanas,
casas, cielos rasos, paredes dobles, etc. Sus secuencias se ubican juntas en el analisis viral incluso
cuando provienen de lugares distintos, esto se puede interpretar de manera que la similitud ecolédgica esta
jugando un rol muy fuerte en la selectividad del virus. Ya que se infectan porque circulan en los mismos
lugares y luego el virus circularia en la poblacion de Molossus- Eptesicus como un complejo, sin importar
la diferencia taxonémica entre ellos (Molossidos y Vespertillionidos diferentes familias alejadas

taxonOmicamente).

En ambos casos se puede observar una transmision dentro de los refugios donde los diferentes tipos de
contacto sirven como vectores y/o vehiculos para la transmision intra o interespecies confirmando que la
simpatria dentro del orden taxondmico también puede ser un rasgo importante en la riqueza viral zoonética
[14, 17-20].

Por otro lado, a diferencia de los Desmodus rotundus, que son portadores de una Unica variante de
GammaHV, los Tadarida brasiliensis presentarian una diversidad mayor de virus, cabe destacar que el
namero de muestras para esta especie es mayor al resto, por lo que seria necesario aumentar el N de las
otras para hacer una mejor comparacién. Los T. brasiliensis se encuentran distribuidos en ambas
subfamilias y a su vez en diferentes clados dentro de ellas. De igual modo, los Myotis spp., Molossus
molossus y Eptesicus furinalis son portadores de diversas variantes virales, tanto dentro de los Gamma

como de los Betaherpesvirinae.

En suma, este trabajo ha permitido identificar por primera vez a Herpesvirus en murciélagos del Uruguay.

Donde se observé una gran diversidad genética, encontrdndose murciélagos positivos de 8 especies
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diferentes. Se identificé la presencia de un Gammaherpesvirus previamente descripto en la literatura como
Guatemala tipo 1 (Wray y col.2016) en Desmodus rotundus. Asimismo, fue posible identificar otros Beta y
Gammaherpesvirus que podrian ser potencialmente clasificados como nuevos HV de murciélagos, dada
su posicién en la filogenia y la divergencia de secuencia observada en la polimerasa viral. Estos se
encontraron asociados fundamentalmente a Tadarida brasiliensis y Myotis sp. Para definir si efectivamente
se trata de nuevos HV de murciélagos es necesario continuar con la caracterizacion genética de los

mismos, obteniendo mayor informacién de secuencia.

Al igual que se da la propagacion de HV entre murciélagos, también podrian estar ocurriendo en el mismo
evento de contacto la transmision de otros virus. Por lo tanto, la identificacion de las especies que puedan
actuar como posibles reservorios virales y las caracteristicas de los patégenos asociados a ellos, asi como
los mecanismos de perpetuacion, son clave para establecer un marco predictivo que permita controlar las

enfermedades  virales infecciosas emergentes y futuras especies reservorio [12,17].

Adicionalmente, durante el transcurso de esta tesis participé en diferentes salidas de campo hacia las
Grutas de Salamanca- Maldonado donde se encuentra una gran colonia de vampiros (D. rotundus), los
cuales se capturaron con redes de niebla colocadas en las entradas de los refugios y calderines en el
interior de ellos. Luego de esto los individuos fueron manipulados en un laboratorio armado en el campo,
donde se le tomaron muestras de saliva por hisopado bucal en conjunto con otros datos. Aunque estas
muestras no fueron utilizadas en este trabajo, el procedimiento realizado fue el mismo que en los afios

2013 y 2015 para las 71 muestras mencionadas anteriormente.
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7 CONCLUSIONES

*

Se logré generar control positivo de ADN viral representativo de la familia Herpesviridae a partir de
la propagacion de una cepa de HSV-1 en cultivo celular de linea Vero.

Se obtuvo exitosamente la extraccion de ADN total de la infeccion en cultivo celular utilizando dos
métodos diferentes de extraccion, resultando ambos igual de eficientes.

Se puso a punto una PCR anidada contra una region conservada de la ADN polimerasa, que
permite identificar y caracterizar a nivel de subfamilia (Alfa-, Beta- y Gammaherpesvirinae).

Se busco, detectd y caracteriz6 por primera vez en Uruguay herpesvirus en murciélagos
autoctonos a partir de muestras de saliva.

Las muestras de saliva demostraron ser una alternativa eficaz para la obtencion de acidos
nucleicos, con un manejo facil, indoloro y no invasivo.

Se obtuvo un arbol filogenético con altos valores de soporte que permite distinguir las tres
subfamilias y diferenciar entre ellas una gran diversidad y divergencia de Herpesvirus.

La prevalencia de HV resulté de un 66% (N=47) en un total de 71 muestras que corresponden a 8
especies de quirépteros: Tadarida brasiliensis, Myotis spp., Desmodus rotundus, Molossus
molossus, Molossus rufus, Eptesicus furinalis, Eptesicus diminutus, y Molossops temmincki.

De las 47 muestras positivas 27 muestras corresponden a Betaherpesvirinae y 20 a
Gammaherpesvirinae, con una alta diversidad genética dentro de cada grupo.

Las muestras de Desmodus rotundus son las Unicas que se encuentran directamente
emparentados con un HV-5 aislado de Pteropus giganteus con un 96% de homologia de
secuencia.

Se identificaron posibles nuevos Beta- y Gammaherpesvirus asociados principalmente a Tadarida
brasiliensis, Myotis spp.

Molossus molossus y Eptesicus furinalis también resultaron ser portadores de diversas variantes
virales, tanto dentro de los Gamma como de los Betaherpesvirinae.

Este trabajo también pretende ser una primera aproximacion a la relacién entre virus y ecologia de
estos animales, utilizando herpesvirus como posible marcador de conectividad entre colonias de

murciélagos en pro de su conservacion.
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8 PERSPECTIVAS AFUTURO

A partir de los resultados obtenidos, se crea un panorama nuevo de posibles estudios a futuro:

a. Ampliar la visién general de los HV en murciélagos uruguayos, aumentar el nimero de muestras
derivadas de individuos de diferentes especies provenientes de otras localidades del territorio
donde se encuentran colonias ya reportadas. Ademas, tomar muestras de las localidades ya

analizadas en diferentes tiempos para tener un estudio temporal de las variantes circulantes.

b. Para llevar a cabo estudios ecoldgicos de analisis de conectividad se deberia analizar mayor
cantidad de muestras de las colonias que resultaron positivas para HV y usar mas informacién de
secuencia que permita distinguir variabilidad entre secuencias provenientes de la colonia y de otras

cercanas para observar si existe flujo de individuos entre ellas.

c. Ampliar el conocimiento sobre la diversidad viral en estos animales, analizar otras familias virales
para contar con un relevamiento amplio y general en las especies autdctonas de nuestro pais sobre

los posibles virus circundantes.

d. Utilizar los resultados obtenidos para poder establecer estrategias de trabajo rapidas, eficientes y
gue causen el menor sufrimiento animal, esto con respecto a la utilizacién de kits de extraccién que
permiten obtener material genético tanto de ADN y ARN a partir de muestras de saliva por

hisopado bucal.
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10 ANEXO

Tabla 1 Anexo. Se muestra los rangos de temperatura alcanzados durante el vuelo para algunas especies de murciélagos.

Bat species {family) Core temperature during flight, °C
Eidolor helvum (Pteropidae) 36.9-408
Hypsignathus monstrosus (Pteropidae) 37.2-40.0
Rousettus aegypliacus (Pteropidae) 382412
Rhinolophus ferrumeguinum (Rhinolophidae) 41t
Miniopterus sp. (Miniopteridag) 41.1+0.45
Phyllostomus hastatus (Phyllostomidae) 41.2-421
Carollia perspicillata (Phyllostomidae) 402 + 0.8
Arnibeus lituratus (Phyllostomidae) c.41.2+1
Sturnira ium (Phyllostomidae) c.405+03
Noctilio albiventris (Moctilionidae) 35.5-406
Myotis yumnanensis (Vespertilionidae) 40.0-40.8
Eptesicus fuscus (Vespertilionidae) 41.3+21%, 37-39.5¢
Maops condylurus (Molossidae) 405+11
Tadarida brasiliensis (Molossidae) 35-42
Eumops perotis (Molossidae) 37.8-30.3
Myaotis volans (Vespertilionidae) T4
Myotis evolis (Vezperilionidae) 383
Myotis califormicus (Vespertilicnidag) 384
Parastrellus hesperus (Vespertilionidae) 388
Eptesicus fuscus (Vespertilionidae) 41.0
Lasiurus cinereus (Vespertilionidae) 40.2
Antrozous pallidus (Vespertilionidae) 40.6
Tadarida brasiliensis (Molossidae) 38.0

*Data available from oniginal sources are given as ranges or means +1 S0,
T5kin temperature.
fBody temperature.

Extraido de O"Shea y col.2014 [22].



Tabla 2 Anexo. Listado de las extracciones de las muestras de saliva, se muestran las Positivas (POS) y negativas (NEG) para
PCR, cadigo de secuencia y captura, especie, sexo, edad, localidad y fecha que fueron colectadas. Por Ultimo, se muestran los
resultados de homologia en BLAST.

i [Counia Jan P Tra Raa K 1082

al Osste de Arigas. Dpto Atigas.

Bat herpesius isoate CS/14G213 DNA polymerase gene. partial ods KRO61896 1

1 S molossus

2 00t Desmodus rotundus | M |Adulto [Grutas de Salamanca, Sienas de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado. 41132013

1 1 Eptesicus diminutus | M [Aduto [Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al Osste de Adtigas. Dpto Adigas.  [223/2013

[} L2 S008 Desmodus ofundus | M |Adulto |Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado. 132013

5 LMM3 5006 Desmodus rotundus | M JAdutto [Grutas de Salamanca, Sienas de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonade. 41132013

b LI 1 Nolossus molossus | M [Adulto |Establecimient Loma Ata - Nueso Manntial Ruta 9 Km 241. Dgto Rocha secuencia de mal calidad

1 SIM Desmodus rofundus | M Lwvenil |Gruts de Selamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al SO de Aigud. Dpto Maldonado 13201

8 NEG S0 Desmodus rofundys | M |Adulto |Gruas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado. 4132013

9 LIS S008 Desmodus ofundys | M |Adulto |Grutas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado 4132013 | Unidentified herpesvius isolate PoHV-5 DNA polymerase gene_partial ods KCO32447 1

1 L6 1l Nolossus molossus | M |Adutto [Establecimiento Loma Ata - Nuevo Manantal. Ruta § Km 241. Dpto Rocha Bat herpestius isoate RB13HNGS DNA polymerase gene. patial ods KRO61462 1

| NEG ] Myofis 5p. H |Adulto |Colonia Juan Pablo Tera. Ruta 30 Km 108. 32 km al Qeste de Atigas. Dpto Atigas.

2| NEG 1 Eptesicus fumalis M [Aduto  (Establecimiento Loma Ala - Nugto Manantial. Ruta 9 Km 241. Dpto Rocha

13 | NEG S0 Desmodus rotundus | M Lweni [Grutas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Kmal SO de Aigua. Dpto Maldonado. 41132013

1 LIM7 4 Nolossops femmincki | M [Adulto |Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km o Qeste de Atigas. Dpto Atigas. Bat herpesnius isoate CS14G713 DNA polymerase gene. paial cds KRO61896 1

5| NEG | 007 Desmodus ofundus | M |Adulto |Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al SO de Aigud. Dpto Maldonado. 13201

1 LB S009 Desmodus ofundus | M |Adulto |Grutas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado. 4/132013 {Unidentified herpesvius isolate PaHV-5 DNA ial s KCOYMAT 1

1 | NEG 5 Nolossops temmincki | H  wwenl [Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al Oeste de Adigas. Dpto Atigas.

1| NEG 003 Desmodus rotindus | M |Adulto [Grutas de Salamanca, Sienas de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonade. 41132013

19 LMY 12 Molossus molossus | H  |Adulto |Establecimiento Loma Alta - Nueo Manantial. Ruta 9 Km 241, Dato Rocha (Unidentied herpessirus isolate PoHV-12 DNA o gene. parial s KCB438 1

A | NEG i Nyobis 5. M [Aduto{Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al Oeste de Adtigas. Dpto Atigas.  {223/2013

A | NEG 2 Eptesious funnalis | H  |Juwenil |Colonia Juan Pablo Terra. Ruta 30 Km 108. 32 km al Oeste de Adigas. Dyto Arigas. (22312013

0 | NG 1 Eumaps bonarensis | M [Aduto |Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al este de Adigas. Dpto Atigas. 2232013

Jil LN11Y 12 ] Eptesicus dimnutus | M [Aduto [Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al Oeste de Adtigas. Dpto Atigas.  [223/2013 |Bat herpestirus isolate CS/4GZ13 DNA al s KR2816% 1

A4 1l Eptesicus fumalis M [Aduto [Establecimiento Loma Al - Nugto Manantial. Ruta 9 Km 241. Dpto Rocha

% LMM13 10 Eptesicus fumalis H |Adulto |Colonia Juan Pablo Tema. Ruta 30 Km 108. 32 km al Oeste de Atigas. Dto Artigas Myl lisler qammaherpesvius 1 stain psc-29 DNA polymerase gene partal cds KRE08299 1
% LMY 10 Tadands brasliensis Bat herpesvius isoate HL/H {1 ONA polymerase gene. patial ods KRO18411

il LMW1 Bi509 Tadanda brasiiensis | H  [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 km WNW e Minas de Comales. Dpto. Rivera, 71192015 |Tichechid herpesvirus 1 DNAdependent DIA 2 (pol gene. patial ods DQZ3BRT 2
il L6 Bis12 Tadarda brasiiens's | M [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Comles. Dpto. Rivera, 7192015 {Muing herpesvius isolate LIBO0S DNA polymerase (pol) gene. partial cds KF 155695 1

B | NG BIf1) | Tadanda brasliensis | H  |Aduo |Usina Curiapird, Ruta 29, 16 kem WUV de Minas de Comales. Dto. Rivera, 1192015

Kl LMM1T Btft4 | Tadanda brasfienss | M |Aduko |Usina Curiapird, Ruta 29, 16 kem WUV de Minas de Conles. Dto. Rivera, 11192015 | Muing herpessius isolate LIBOO DA polymerase (o) gene. patial ods KF 165695 1

kil L1 Bi513 Tadanda brasiiensis | M [Aduto [Usina Cuiapin, Ruta 29, 15 kem WNW de Minas de Comles. Dpto. Rivera, 192015 | Muin herpesvius isotate LIBO0S DNA polymerase (pof) gene. partial eds KF155695 1

k) Bi5t Tadanda brasilensis | M [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Camales. Deto. Rivera, 1192015

B LMMH9 BISt9 | Tadanda bvasiiensis | M [Aduto |Usina Cuiapird, Ruta 29, 15 km WNIW de Minas de Corales. Dpto. Rivera, i s [

¥ L2 BisN Tadanda brasiiensis | M [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 ke WNW de Minas de Comales. Dpto. Rivera,

¥ LMW1 Bis Tadanda brasiensis | M [Aduho |Usina Cufiapird, Ruta 29, 15 ke WNIW de Minas de Corales. Dpto. Rivera, 1192015 [Acomys heesvius SVMS 226 222 DNA polymerase gene patial ods Hg587066 1y Murine KF156696 1
¥ L2 Bis2 Tadanda brasiiensis | M [Aduto [Using Cuiapi, Ruta 29, 15 km WNW e Minas de Comales. Dpto. Rivera, 192015 Bat herpesvinus isolate HL/11HN1 DNA polymerase al ods KR61841 1

Kl L2 Bisl Tadarda brasiiens's | M [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Coales. Dpto. Rivera, 7192015 | Gammaherpeswinge sp. solate D-230-2012 DNA polymerase  patial cds MGA3T209.1
3 LM Bis01 Tadanda brasiiensis | M {Aduho |Usina Cufiapird, Ruta 29, 15 km WNIW de Minas de Corales. Dpto. Rivera, THY2015 |Bat heesvirus islate RBI13YF84 DNA polymerase gene, parial cdsKR1887 1

¥ LMM2S Bi02 Tadands brasiensis | M {Adulo |Usina Cufiapird, Ruta 29, 15 km WNIW de Minas de Conales. Dpto. Rivta, 1192016 Bt hﬂsvxrus xsolate RB!13YF?A DA mmerase Qe Emal cdsKRZ61887 1Y KR261841
4 L% B1503 Tadanda brasiiensis | M [Aduto [Usina Cuiapin, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Comles. Dpto. Rivera, p : 1

1] LW Bi5M Tadanda brasiensis | M {Aduo |Usina Cufiapird, Ruta 29, 15 km WNIN de Minas de Corales. Dpto. Rivera,

4 LM B1505 | Tadanda braslienss | M |Aduho |Usina Curiapird, Ruta 29, 16 km WUN de Minas de Conles. Dto. Rivera,

4 LMY BIS06 | Tadanda brasiensis | M [Aduto |Usina Cufiapid, Ruta 29, 15 k WWNIW de Minas de Corrales. Opto. Riveta,

] L3 BisT Tadanda brasiiensis | M [Aduto [Using Cuiapi, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Comales. Doto. Rivera,

[ LWM31 Bi508 Tadarda brasiiensis | H  [Aduto [Usina Cuiapid, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Comales. Dpto. Rivera, ymerase (OPOL)

4 L3 BIEA0 | Tadanda brasliensis | M |Aduko |Usina Cudiapird, Ruta 23, 16 km WU de Minas de Conales. Dgto. Rivera, ) paral ods Mutne herpesiirs isolate LIBOOS DA oolymera B,
Ll UG | IS | Tadardabrasiiensis | M |Aduto |Usina Cuapi. Ruta 29, 9 km VNV de Minas de Coniles. Oto. Rivera. ERIY A@M@M
4 UK BistT Tadarida brasiiensis | M [Aduto [Using Cuiapind, Ruta 29, 15 km WNW de Minas de Comales. Dpto. Rivera, 192015 |Murne herpesius iseate LIBO0S ONA polymerase (ol gene, patial ods KF 66696 1

8 LMN35 Biéte Tadanda brasiienss | H  [Aduo |Usina Cufiagind, Ruta 29, 15 km WNIW de Minas de Corales. Dpto. Rivera, 7192015 |Acomys hempesvirus SVMS 226,222 DNA polymerase gene. partial ods Muing herpesvius isolae LIBOOB DNA pofymerase (pol) gen. patial ods
5 | NEG BIsd Hyotis H |Aduto |Usina de Cuiapin, Ruta 29. Opto. Rvera, Uuguay 192015

5| NEG 099 Myotis H|Aduto |Usina de Cutapin, Ruta 29. Opto. Rvers, Uruguay 1015

) LM% BisH Myofis H  |Adulto |Usina de Cuiapi, Ruta 29. Dpto. Rivera, Unuguay 1192015 [T o s robustula he swus1 0 ein B (gB) gene. complete ods: and DA al ogs JOS14846.1
5 LM B1s Nyolis H |Aduto |Usina ds Cuiapin, Ruta 29. Opto. Rvera, Uuguay : AT 0NA :

8 LMM38 Bif2s Hyotis H  [Aduto |Usina de Cuiapi, Ruta 23. Dpto. Rivera, Unuguay

5% UK 9% Miyolis H|Aduto |Using ds Cuiapin, Ruta 29. Opto. Rvers, Uruuay

% | NEG B1AR Nyolis H |Adutto|Usina ds Cuiapin, Ruta 29. Dpto. Rvera, Uuguay

5 ] N6 | CW8 | Tadadda rasienss | H [Aduko_[Usina de Cuapiri, Ruta 29. pto. Rvers, Unguay

) LMW 0% lyotis H  [Aduto |Usina de Curiapid, Ruta 23. Dpto. Rivera, Uruguay 111912015 | Mune herpessius isolate LIBOOS DNA polymerase (pol) gane. patial ods KF 145695 1

5 LMW1 (991 | Tadardda brasifensis | H |Adutto [Usina de Cufiapird, Ruta 29, Dpto. Rivera, Uuguay 1192015 Gamaheisﬁrinae sg shian B!HVI‘&eoVﬂDNAéIﬁrasegene Eid ofs MFST9868 4
] L2 Bisd! Myofis H  |Adulo |Usina de Cufiapi, Ruta 29. Doto. Rivera, Unuguay 192015 {Trichechid herpesvinus 1 DNA- DA ¢ (po] gene. patial ods DQ23BRT 2
6t | NEG | Bisdl Myofis H |Aduto |Usina de Cuiapin, Ruta 29. Dpto. Rves, Uuguay 1015

] LMW3 BI26 | Tadardda brasliensis | H  [Aduto |Usina de Cuiaprd, Ruta 29. Dpto. Rvera, Uruguay 192015 [Myotis aleathoe betaherpessinus 1 stra pse-17 DA polymerase ggne. patial cds KRB08287 1
3] L4 B1830 Mhotis H |Aduto |Usina de Cutapin, Ruta 29. Dpto. Rver, Uuguay 101

(o] LMW (9% Myotis H |Aduto |Usina de Cuiapi, Ruta 29. Doto. Rivera, Uuguay 192015 {Myotis alcathoe betaherpesvius 1 stran psc-17 DA polymerase gene. partial s KR608287 1
[ LMWG BIS8 | Tadardda brasiiensis | H  [Aduto |Usina d Cuiapi, Ruta 23. Doto. Rivera, Unuguay 192015 |Myotis alcathos betaherpesius 1 strain psc-17 DA polymerase gene. partial cds KRE0B28T 1
6 | NEG | o Nyots H  [Aduto [Usia de Cufapi Ruta 9. Dpto. Rvera Unuuay 19018

i LMMT | Moo Wolossus nfis (Capila Pueblo Cuareim. Ruta 3,4 Km a Node de Bella Unidn. Adigas. (Gammaherpesiings sp. strain BHVNeo\/13 DNA polymerase gene. parial cds MFETS868.1
6 LS | E funnals E. funalis ] Montevideo, Jarin Boténico Murid betaherpesyius 1 isolate 509 k3086 complete MH118585 1

8 | NG DESHO! | Desmodusrotundus | H (Grutas de Salamanca, Sieas de Sosa. 20 Km al SO de Aigu. Dpto Maldonado.

(] — DESHI2 | Desmodusrofundus |  H (Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al SO de Aigud. Do Maldonado.

il e DESHI3 | Desmodusrotundus | H (Grutas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Km al SO de Aigua. Dpto Maldonado.

1 LMY | DESHM | Desmodusmfundis | H (Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al SO de Aigué. Dpto Maldonado. (Unidentiied herpesiirus sotate PoHV-5 merase gene parial ods KOG34T 1

I LMMA0 | DESMOS | Desmodusrofundus | M. (Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al 30 de Aigua. Dyto Maldonado. Unidented herpsiiusisoate Pot-5 DNA polymerase gene. paial ods KCR44T 1

s, || DESMOG | Desmodus ofundus | M. (Grtas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km a S0 dz Aigua. Dpto Maldonado.

[ DESMOT | Desmodus ofundus | M (Grutas de Salamanca, Sienas de Sosa. 20 Km al S0 de Aigua. Do Naldonado.

T | NEG DESMIS | Desmodus rofundus | M (Grutas de Salamanca, Sieras de Sosa. 20 Km al SO de Aigu. Dpto Maldonado.

1 - DESM9 | Desmodusrofundis | M (Grutas de Salamanca, Siemas de Sosa. 20 Km al S0 de Aigua. Dpto Maldonado.
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A

B

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

(LMM16)

LMM50
Desmodus rotundus

Figura 1 Anexo. Resultados representativos de los alineamientos obtenidos en BLAST, aparecen como resultado las secuencias
con las que presentan mayor homologia.(A) Desmodus rotundus (LMM50); (B) Tadarida brasiliensis (LMM25); (C) Molossus rufus
(LMMA47); (D) Tadarida brasiliensis (LMM31); (E) Eptesicus furinalis (LMM13); (F) Myotis spp. (LMM45); (G) Tadarida brasiliensis

Bat herpesvirus isolate HL/11HN1 DNA palymerase gene, partial cds

AT
1+ Alignments ]
) Max Total Query E  Per )
Description e Accession
Score Score Cover value Ident
Unidentified herpesvirus isolate PgHV-5 DNA polymerase gene, partial cds M43 M43 90% 4e-90 96.62% KCB92447.1
Shrew hemesvirus isolate SW15GZBY425 DNA polymerase-like protein gene, partial cds M3 13 55% 4de-21 7953% KX9872611
'Hedgehog herpesvirus isolate XT773-13 DNA polymerase gene, partial cds 112 160 66% 1e-20 78.74% MG253640.1
Shrew hemesvirus isolate SW15G6ZBY390 DNA polymerase-like protein gene, partial cds 106 108 59% 2e-19 7874% KX9872621
Shrew hemesvirus isolate SW15GZBY 384 DNA polymerase-like protein gene, partial cds 106 108 59% 2e-19 7874% KX9872601
Shrew hemesvirus isolate SW15GZBY378 DNA polymerase-like protein gene, partial cds 106 154 68% 2e-19 7874% KXS8T2571
Unidentified herpesvirus isolate SIW/14BY7 DNA polymerase (DPOL) aene, partial cds 106 108 59% 2e-19 7874% KI591387.1
‘Sequences producing significant alignments: LM M 2 5
Select: Al None Selected0 Tadarida brasiliensis
i Alignments o
Max Total Query E Per.
Description Score Score Cover value Ident Accession
Bat herpesvirus isolate HL/11HN1 DNA polymerase gene, partial cds 130 130 91% 5e-26 73.06% KR2618411
Bat herpesvirus isolate RB/13YF84 DNA polymerase gene, partial cds 125 125 91% 6e-25 7260% KR2618871
Bat herpesvirus isolate HP/11HN110 DNA polymerase gene, partial cds 108 108 55% 2e-19 78.03% KR2613451
Bat herpesvirus isolate RB/13HN56 DNA polymerase gene, partial cds 102 102 91% 7e-18 70.91% KR2618521
Bat herpesvirus isolate MS/12HN28 DNA polymerase gene, partial cds 978 978 91% 3e-16 7045% KR261851.1
Bat herpesvirus isolate MS/11HN95 DNA polymerase gene, partial cds 978 978 91% 3e-16 7045% KR261846.1
Hedgehog_herpesvirus isolate XT773-13 DNA polymerase gene, partial cds 951 138 65% 1e-15 7667% MG253640.1
Myotis gammaherpesvirus 8 strain My-HV8/Myotis velifer incautus/USA/FCGHV/2011, partial genome 933 933 54% 3e-15 7557% KU220026.1
Elephant gammaherpesvirus 3B isolate NAG16 DNA polymerase (U38) gene, partial cds 906 906 58% 4de-14 7482% KU726839.1
Elephant gammaherpesvirus 3B isolate NAG15 DNA polymerase (U38) gene, partial cds 906 906 58% 4de-14 7482% KU7268381
Sequences producing significant alignments: LMM47
Select All None Selectec0 Molossus rufus
i Alignments )
! Max ' Total Query E = Per i
Description Accession
- Score Score Cover value Ident
Gammaherpesvirinae sp. strain BtHVNeoV'13 DNA polymerase gene, partial cds 123 123 98% Te-24 T7265% MF5798681
Gammaherpesvirinae sp. strain BtHVNeoV'10 DNA polymerase gene, partial cds 123 123 98% Te-24 7265% MF5798671
Phocid herpesvirus 6 isolate PhHV-6nt DNA-dependent DNA polymerase gene, partial cds 104 104 53% 2e-18 79.17% Jx2441941
Unidentified herpesvirus isolate PgHV-5 DNA polymerase gene, partial cds 103 103 51% G6e-18 B0.17% KCB924471
Vombatid gammaherpesvirus 1 strain V3187/11, partial genome 915 915 44% 1e-14 80.00% MG452721.1
906 906 47% de-14 7850% KR2618411



Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

LMM31
Tadarida brasiliensis

11 Alignments o]
i Max | Total Query E = Per i
Description Accession
: Score Score Cover value Ident
1 Gorilla beringei beringe! tadinovirus 1 DNA polymerase (DPOL) gene, partial cds 806 127 43% 2e-11 §378% KUST80701
1) Hipposideros diadema herpesvirus gB, DPOL genes for glycopratein B, DNA polymerase, partial cds 734 734 32% 3Je-09 8133% AB4900832
1) Canid herpesvirus 1 DNA polymerase gene, partial cds 698 698 42% 4e-08 7551% EUS315071
[ Microtus agrestis thadinovirus 1 glycoprotein B (gB) and DNA polymerase (DPOL) genes, partial cds 698 698 20% 4e-08 82.35% EF128062.1
1) Human herpesvirus 8 strain ZM004, partial genome 669 689 32% 1e-07 3000% KI2714531
1) Macaca fuscata thadinovirus isolate 1262, complete genome 671 671 32% 5e07 79.73% JNG85s1371
| Macaca fuscata adinavirus isolate 341, complete genome 671 671 32% 9e-07 79.73% JNBBS136.1
1) Rupicapra rupicapra gammaherpesvirus 1 glycoprotein B (gB) and DNA polymerase (DPOL) genes, partial ods 671 671 32% 5e-07 79.73% DQr843692
Sequences producing significant alignments: LMM13
Select Al None Seecled 0 Eptesicus furinalis
i1 Alignments &
) Max | Total Query E Per. .
Description Accession
; Score | Score Cover value Ident
I Nyctalus leisleri gammaherpesvirus 1 strain psc-29 DNA polymerase gene, partial eds "7 N7 94% 2e-22 7643% KR608299.1
[} Gammaherpesvirinae sp. sirain BtHVNeoV'13 DNA polymerase gene, partial cds 13 13 78% 2e-21 7923% MFST9868.1
I Hedaehog herpesvirus isolate XT773-13 DNA polymerase gene, partial cds 109 109 74% 3e-20 7886% MG253640.1
| Gammaherpesvirinae sp. strain BtHVNeoV/10 DNA polymerase gene, partial cds 109 109 78% 3Je-20 78.46% MFS79867.1
I Elk gammaherpesvirus isolate $249 DNA polymerase (DPOL) gene, partial cds 101 101 7% 2e-17 77.34% KY612411.1
I Bat herpesvirus isolate SK/13YF153 DNA polymerase gene, partial cds 101 101 83% 2e-17 76.09% KR2618691
|] Bat herpesvirus isolate SK/13YF146 DNA polymerase gene, partial cds 101 101 83% 2e-17 76.00% KR261865.1
I) Bat herpesvirus isolate SK/13YF143 DNA polymerase gene, partial cds 101 101 83% 2e-17 76.09% KR2618641
[ Bat herpesvirus isolate SK/13YF243 DNA polymerase gene, partial cds 100 100 81% 2e-17 76.30% KR261801.1
Sequences producing significant alignments: LMMA45
Select” All None Selected0 Myotis spp.
it Alignments o
- Max Total Query| E Per. .
Descblon Score Score Cover value = Ident grcsssioy
() Myotis alcathoe betaherpesvirus 1 strain psc-17 DNA polymerase gene, partial cds 123 123 70% 2e-24 77.78% KR6082871
[ Myotis mystacinus betaherpesvirus 1 strain psc-18 DNA polymerase gene, partial cds 121 121 79% 2e-23 7541% KR608288.1
[ Myotis daubentonii betaherpesvirus 1 strain psc-14 DNA polymerase gene, partial cds 102 102 67% 6e-18 7436% KR6082841
| Tylonycteris robustula herpesvirus 1 glycoprotein B (gB).gene, complete cds; and DNA polymerase (pol) gene, partial cds 100 100 91% 2e-17 7048% JQB14846.1
[ Myotis emarginatus betaherpesvirus 1 strain psc-15 DNA polymerase gene, partial cds 987 987 81% 8e-17 7277% KR608285.1
[ Myotis myotis betaherpesvirus 1 strain psc-16 DNA polymerase gene, partial cds 887 887 70% 1e-13 72.05% KRG603286.1
[ Myotis escalerai betaherpesvirus 2 isolate psc-32 DNA polymerase gene, partial cds 842 842 70% 2e-12 7143% KI886844.1
) Bat befaherpesvirus 2 gB, DPOL genes for glycoprotein B, DNA polymerase, complete and partial cds 770 770 44% 3e-10 76.70% AB5179831
[ Miniopterus schreibersii betaherpesvirus 2 strain psc-13 DNA polymerase gene, partial cds 764 761 51% 9e-10 7395% KRG082831
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Sequences producing signficant alignments:
Select: All None Selected0

LMM16
Tadarida brasiliensis

1t Algnments )

- o £ o
1" Dluring hemesvirus isalate LIBO08 DNA polymerase (pol) gene, parial cds 47§ 9718 4% Je-16 6229% KE1596%.1
1) Acomys hemesvirus SYMS 226 222 DNA polymerase gene, partial cds 024 94 5% te-td TT81% HQSET0461
1) Dipodilus herpesvirus SVIMS 065 081 DNA polymerase gene partial cds 842 842 48% 2e-12 T8.18% HUSETOATA
1) Murid betaherpesyirus 1 isolate SNS1 545 k2703, complete qenome 197 797 48% Te-11 T7.27% MH1i8561
1) Murid betaherpesyirus 1isolate 588 k2733, complete genome 197 797 48% Te-11 T727% MGIT4971
1" Dluromegalovirus WP158, complete genome 197 797 48% Tedt T127% EUSTS8601
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