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"Depois de algum tempo, vocé aprende a diferenca, a sutil diferenca,
entre dar a mao e acorrentar uma alma. E vocé aprende que amar
ndo significa apoiar-se, e que companhia nem sempre significa
seguranca. E comeca a aprender que beijos ndo sdo contratos e
presentes ndo sdo promessas. E comeca a aceitar suas derrotas com
a cabeca erguida e olhos adiante, com a graca de um adulto e ndo
com a tristeza de uma crianca.

E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o
terreno do amanha é incerto demais para os planos, e o futuro tem o
costume de cair em meio ao vdo. Depois de um tempo vocé aprende
que o sol queima se ficar exposto por muito tempo. E aprende que
ndo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente nao se importam... E aceita que nao importa quao boa
seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em quando e vocé precisa
perdoa-la, por isso. Aprende que falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre que se levam anos para se construir confianca e apenas
segundos para destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um
instante das quais se arrependera pelo resto da vida. Aprende que
verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas
distancias. E o que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem
vocé tem na vida. E que bons amigos sdo a familia que nos
permitiram escolher. Aprende que nao temos que mudar de amigos
se compreendermos que os amigos mudam, percebe que seu melhor
amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou nada, e terem bons
momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida
sdo tomadas de vocé muito depressa, por isso sempre devemos
deixar as pessoas que amamos com palavras amorosas, pode ser a
ultima vez que as vejamos. Aprende que as circunstancias e os
ambientes tem influéncia sobre ndés, mas nds somos responsaveis por
nds mesmos. Comega a aprender que ndo se deve comparar com 0s
outros, mas com o melhor que pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer
ser, e que o tempo é curto. Aprende que ndo importa onde ja chegou,
mas onde esta indo, mas se vocé ndo sabe para onde esta indo,
qualquer lugar serve. Aprende que, ou vocé controla seus atos ou
eles o controlardo, e que ser flexivel ndo significa ser fraco ou néo ter
personalidade, pois ndo importa qudo delicada e fragil seja uma
situacdao, sempre existem dois lados.

Aprende que herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessario
fazer, enfrentando as consequéncias. Aprende que paciéncia requer
muita pratica. Descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera
que o chute quando vocé cai é uma das poucas que o ajudam a
levantar-se.
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Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia
qgue se teve e o que vocé aprendeu com elas do que com gquantos
aniversarios vocé celebrou. Aprende que ha mais dos seus pais em
vocé do que vocé supunha. Aprende que nunca se deve dizer a uma
crianca que sonhos sdo bobagens, poucas coisas sdo tdo humilhantes
€ seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.

Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva,
mas isso ndo te da o direito de ser cruel. Descobre que s6 porque
alguém ndo o ama do jeito que vocé quer que ame, ndo significa que
esse alguém ndo o ama, contudo o que pode, pois existem pessoas
que nos amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou
viver isso.

Aprende gque nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém,
algumas vezes vocé tem que aprender a perdoar-se a si mesmo.
Aprende que com a mesma severidade com que julga, vocé sera em
algum momento condenado. Aprende que ndo importa em quantos
pedacos seu coracao foi partido, o mundo ndo para para que vocé o
conserte. Aprende que o tempo nao é algo que possa voltar para tras.

Portanto... Plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar
que alguém I|he traga flores. E vocé aprende que realmente pode
suportar... Que realmente é forte, e que pode ir muito mais longe
depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente a vida tem
valor e que vocé tem valor diante da vida!"

William Shakespeare



Safe and Sound (Capital Cities)

I could lift you up

I could show you what you want to see
And take you where you want to be
You could be my luck

Even if the sky is falling down

I know that we'll be safe and sound
We're safe and sound

I could fill your cup

You know my river won't evaporate
This world we still appreciate

You could be my luck

Even in a hurricane of frowns

I know that we'll be safe and sound
We're safe and sound (3x)

I could show you love

In a tidal wave of mystery

You'll still be standing next to me
You could be my luck

Even if we're six feet underground

I know that we'll be safe and sound
We're safe and sound

I could lift you up

I could show you what you want to see
And take you where you want to be
You could be my luck

Even if the sky is falling down

I know that we'll be safe and sound
I could lift you up

I could show you what you want to see
And take you where you want to be
You could be my luck

Even if the sky is falling down

I know that we'll be safe and sound
We're safe and sound (7x)

XV



XVi

SUMARIO

CAPITULO 1
1. PREAMBULO .......ooiicnrecesesesseesses s sss s sass s sssssasseas 2
P2 | ' 1120 0 11 L .Y o J0 3
2.1. Primatas N@0 humanos ...........ccccciiiiiinn s 6
P20 I Y/ = To= oo T o] =T o TR 6
2.1.2 MacCacCOS-d€-CNEIMD ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiii e 7
2.1.3 MacacoS-da-NOItE ............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 8
2.4 BUGIOS. ...ttt 9
2.1.5 PNH e Saude PUDIICA .........ccoocuiiiieiiiie et 10
2.2. Metagenomica Viral ... 1
2.2.1 Amostragem e Enriquecimento Viral ..........ccccoooiiiiiiiiiiiii i, 12
2.2.2 Amplificagao e preparo das bibliotecas ...........ccccccvviieiiiiiiiiiiiniinnnn. 14
2.2.3 SEqUENCIAMENTO. .. .cieieiieeeeiiiei e e e e e e 17

2.3 Virus de importancia veterinaria descobertos por metagenémica .. 19

W2 3 = T 11 {0 g ¢ 7= 1 £ { o= TN 25
3. OBUETIVOS ..ottt setees e sesas e sssssas e sssasse e s sssanasssnssssansssens 29
4. ARTIGO CIENTIFICO 1 ...oeeeeeieerreeceeeens e eesssse e essssseseseessassssessssassssens 31
5. ARTIGO CIENTIFICO 2.....coueueceereieereeerneeeseeesssesesssessssesessssessssessssssssssnaes 44
6. ARTIGO CIENTIFICO 3.....coveueeereienreserreeessesssseessssesss e e s sessssesssasssnssssans 55
7 o Lo I £- 7Y 65

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cceceererererecreresseseesesesaseenesasassens 66



XVii

ULLMANN, L.S. Pesquisa de genomas virais em primatas ndo humanos do
Novo Mundo por metagenémica, 2014. 89p. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Sao Paulo.

RESUMO

Zoonoses emergentes com origem em animais selvagens representam a mais
significante e crescente ameacga a saude global. Os primatas ndo humanos
contribuem com 20% das principais doengcas humanas, sao considerados o
principal modelo experimental e também servem como sentinelas para
diferentes doencas que acometem o homem. Os objetivos da presente tese
foram desenvolver protocolos de metagendbmica viral para detectar
sequéncias de virus a partir de plasma de primatas ndao humanos do Novo
Mundo (Saimiri sciuratus, Aotus ainfulatus, Alouatta guariba e Sapajus apella)
mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas (Belém, PA), no
Refugio Bioldgico Bela Vista (Foz do Iguacu, PR) e no Parque Ecoldgico do
Tieté (Sdo Paulo, SP). A tecnologia lllumina (MiSeq) foi usada para o
sequenciamento massivo e um fluxograma bioinformatico foi desenvolvido
para analisar as sequéncias obtidas. De forma geral, genomas
correspondentes a diferentes familias virais foram identificadas e énfase foi
dada ao torque teno virus, ao virus da hepatite G (tipos A e B), parvovirus e
papilomavirus. Uma nova sequéncia de genoma completo do género
Hepacivirus, familia Flaviviridae, foi identificado em primatas do sul do Brasil.
Os resultados demonstram a possibilidade de variedade de genomas virais
presentes em primatas do Novo Mundo, considerados clinicamente saudaveis
e destaca a importancia de estudos que objetivam identificar possiveis virus

emergentes.

Palavras-chave: doencas infecciosas emergentes, primatas ndao humanos do

Novo Mundo, metagendmica viral, sequenciamento massivo.
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ABSTRACT

Wild animals-borne emerging zoonoses represent the most significant and
growing threat to global health. Non-human primates contribute with 20% of
major human diseases, as they are considered the main experimental model
and also can be considered sentinels for different diseases that affect humans.
The aims of the present thesis were to develop a viral metagenomics protocol
to detect sequences from viruses in plasma from captive New World non-
human primate species (Saimiri sciuratus, Aotus ainfulatus, Alouatta guariba e
Sapajus apella) from National Primate Center (Belém, PA), Bela Vista
Biological Sanctuary (BVBS, Foz do Iguacu, PR), and Tieté Ecological Park
(Sado Paulo, SP). The lllumina technology (MiSeq) was used for deep
sequencing, and a bioinformatics pipeline was developed in order to analyze
the sequences obtained. Overall, genomes corresponding to different viral
families were identified from plasma, and emphasis was given to torque tenus
virus, hepatitis G virus types A and B, parvovirus, and pappilomavirus. A new
whole-genome sequence from Hepacivirus genus, Flaviviridae family, was
identified in monkeys from Southern Brazil. The results demonstrate the wide
variety of viral genomes present on clinically healthy New World monkeys and
highlight the importance of studies that aim to identify possible emerging

viruses.

Key words: emerging infectious diseases, New World non-human primates,

viral metagenomics, deep sequencing.



CAPI'TULO 1



1. PREAMBULO

A presente tese foi escrita no formato publicacdo, de acordo com as
normas do programa de PoOs-Graduacdo em Medicina Veterinaria, FMVZ,
UNESP, Botucatu, Sdo Paulo. No Capitulo 1 estdo incluidos o preambulo, a
introducdo, a revisdo bibliografica e os objetivos gerais da tese. Os Capitulos 2,
3 e 4 correspondem, respectivamente ao primeiro, segundo e terceiro artigos

cientificos resultantes do presente estudo.

A apresentacdo da tese teve esta organizacdo para facilitar o
entendimento das técnicas empregadas e dos resultados encontrados.O Artigo
Cientifico 1 é sobre metodologia para o sequenciamento massivo e foi
realizado. O Artigo Cientifico 2 descreve o0s diversos genomas virais
encontrados em amostras de plasma de primatas ndo humano do Novo Mundo
encontrados pelas técnicas de metagendmica viral. Finalmente, o Artigo
Cientifico 3 descreve um novo hepacivirus encontrado em amostras de plasma

de primatas ndo humanos do Sul do Brasil.

Os artigos 2 e 3 encontram-se ainda em fase de elaboragdo. O novo
hepacivirus identificado (Artigo 3) foi sequenciado a partir de um pool de
amostras de plasma de Sapajus appela e de Alouatta guariba mantidos no
Refugio Biolégico Bela Vista. Desta forma, as amostras terdo de ser analisadas
individualmente para a identificacdo do espécime infectado para posterior
avaliacdo da funcédo hepatica do animal. A avaliagdo individual das amostras
sera possivel, pois uma aliquota esta armazenada no local onde foi coletada e
a andlise bioguimica do sangue total foi realizada com o sangue total coletado.
Além disso, ja entramos em contato com os virologistas responsaveis pela
avaliacdo taxondmica da familia Flaviviridae e os mesmos se propuseram a
nos ajudar com a identificacdo final do novo genoma viral encontrado, que sera

realizada apos a identificacdo da espécie infectada.

O hepacivirus identificado é o primeiro genoma viral encontrado pela
analise dos dados obtidos e provavelmente teremos de analisar outros pools

individualmente para caracterizar os diferentes genomas virais encontrados.



Diversas colaboracdes foram firmadas para que o presente estudo
pudesse ser efetuado. As amostras foram coletadas em trés locais diferentes,
Centro Nacional de Primatas (Belém, PA), Reflgio Biolégico Bela Vista (Foz do
Iguacu, PR) e Parque Ecoldgico Tieté (S&o Paulo, SP). O processamento das
amostras foi realizado em parceria entre o Laboratério de Biologia Molecular
(IBB, UNESP, Botucatu, SP), sob responsabilidade do Prof. Adj. Jodo Pessoa
Araujo Jr. e o Laboratério de Metagen6mica Viral (Hemocentro da Universidade
da Califérnia, Sdo Francisco), sob responsabilidade do Dr. Eric Delwart. A
FAPESP, a CAPES e o Laboratério IDEXX (Dr. Christian Leutenegger) foram

os financiadores do presente projeto.

2. INTRODUGAO

A necessidade de maior producdo de alimentos e construcido de
moradias decorrentes do aumento da populagdo humana, as alteragdes
ambientais antropogénicas e a pratica de ecoturismo e eco-esportes propiciam
0 maior contato entre o homem e os animais silvestres, favorecendo a
transmissdo de importantes enfermidades infecciosas para o homem. O
frequente contato entre homem e animais silvestres permite uma possivel

adaptacgao de determinado patdégeno a um novo hospedeiro.

Entre 1940 e 2004, foram detectadas 335 doencgas infecciosas
emergentes (DIE) na populacdo humana mundial, sendo que virus e prions
contribuem com 25,4% e bactérias e riquétsias com 54,3% (principalmente
cepas resistentes a antimicrobianos). Os patégenos zoondticos correspondem
a maioria das DIE (60,3%) e destas, 71,8% tem origem em animais silvestres
(JONES et al., 2008).

O Brasil é considerado um dos hotspots para a emergéncia de DIE
devido a grande diversidade de espécies de animais silvestres, o que &,
isoladamente, um importante preditor para a emergéncia de DIE, independente
do crescimento da populagdo humana, latitude e pluviosidade (JONES et al.,
2008).



Desta forma, a busca por patégenos na fauna silvestre brasileira tem
grande importancia para a saude publica em geral. Os primatas ndo humanos
(PNH) sédo os animais filogeneticamente mais proximos ao ser humano e,
apesar de contribuirem com apenas 0,5% das espécies de vertebrados,
contribuem com 20% das principais doengas humanas (WOLFE et al., 2007) e
servem ainda como sentinelas e modelos experimentais para diversas

doencas.

Diversas DIE causadas por novos patdbgenos que acometeram o homem
pela primeira vez e patdogenos cuja incidéncia esteja aumentando ou se
expandindo para areas onde ndo haviam sido relatados vem ocorrendo no
mundo todo. Muitos destes patdgenos sdo conhecidos e técnicas diagndsticas
especificas sdo encontradas em diversos laboratérios, facilitando o diagndstico.
Por outro lado, novos agentes, principalmente virais, tem sido descobertos por

técnicas mais elaboradas, como as ferramentas de metagenémica.

A metagendmica € uma importante ferramenta para a descricdo de
novos micro-organismos. Devido a grande variedade e dificuldade de
isolamento dos virus e pelo fato das ultimas pandemias terem sido causadas
por virus, a metagenbmica viral tem crescente utilizagdo para detectar
sequéncias de acidos nucléicos virais provenientes de diferentes biomas e
amostras biolégicas. Diversos protocolos podem ser empregados, mas a etapa
fundamental é o enriquecimento viral, com a eliminacdo de contaminantes,
como DNA mitocondrial e RNAm do hospedeiro, bactérias e outras formas de

acido nucléico presentes na amostra.

Devido a proximidade do homem com os primatas ndo humanos e a
diversidade de espécies que habitam o Brasil, a presente tese teve como
objetivo a identificacdo de virus em PNH mantidos em cativeiro em trés
diferentes centros brasileiros. Apesar de serem animais clinicamente
saudaveis, o metagenoma viral identificado nestes animais pode servir como

comparagao em estudos futuros com PNH doentes.

A presente tese € um estudo inédito brasileiro, realizado com primatas

nao humanos do Novo Mundo e técnicas de metagendmica viral, que visa em



utlima estancia a conservacido de PNH do Novo Mundo, mas também tem
importante papel na identificacdo de novos genomas virais, uma vez que
alguns dos genomas identificados podem pertencer a um possivel virus
emergente que afete ndo somente a populagdo de primatas do Novo Mundo
mas também o homem. Além disso, as técnicas de metagen6mica podem
servir como ferramenta de triagem em estudos epidemiolégicos quando as
técnicas diagndsticas classicas falham na identificagdo do patégeno causador

de determinada enfermidade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Primatas ndao humanos

Os primatas constituem um dos grupos com maior variedade entre os
mamiferos, com aproximadamente 280 espécies, tamanho variado, com a
maior parte das espécies habitando os tropicos. O Brasil apresenta a maior
variedade de espécies de primatas do mundo pela localizagdo geografica na
regido neotropical e também devido ao vasto territorio brasileiro, com diferentes
biomas, que comporta espécies de diferentes habitos (PISSINATTI et al.,
2010).

A ordem Primates é subdividida em duas subordens, Prossimi e
Antropoidea. Os primeiros sdo encontrados em Madagascar, no continente
africano e em paises do sudoeste asiatico. A subordem Antropoidea é
subdividida em Platyrrhini (Novo Mundo) e Catarrhini (Velho Mundo)
(PISSINATTI et al., 2010).

Os Platyrrhini sdo encontrados na regido neotropical, compreendida do
sul do México até o norte da Argentina, com cinco familias: Callitrichidae,
Cebidae, Aotidae, Pithecidae e Atelidae (PISSINATTI et al., 2010) e 18
géneros: Cebuella, Mico, Callithrix, Saguinus, Leontopithecus, Callimico,
Saimiri, Cebus, Aotus, Callicebus, Pithecia, Chiropotes, Cacajao, Alouatta,
Ateles, Lagothrix, Oreonax e Brachyteles. Todas as espécies estéo incluidas na
lista da “Conventional on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora” (CITES), apéndice Il, que indica que ha algum grau de
vulnerabilidade, apesar de nem todas estarem ameacadas de extincdo
(VERONA & PISSINATTI, 2007).

A seguir decorre a descricdo de algumas espécies de primatas, as quais

foram amostrasdas nesse estudo.

2.1.1 Macaco-prego

Os macacos-prego (Sapajus apella, Linnaeus, 1758) (ALFARO et al.,

2012) habitam quase toda a regido neotropical, encontrados em florestas de



clima temperado e tropical, desde Honduras até o norte da Argentina,
compreendendo o leste da Colébmbia, Venezuela, Guianas, leste do Peru,
Brasil, Bolivia e Paraguai (AURICCHIO, 1995). Apresentam o habitat mais
diversificado: todos os estratos arboreos de florestas chuvosas inundaveis ou
nao, florestas primarias, secundarias, caatingas, palmeirais e manguezais; com
habitos essencialmente arboricola e diurno (REIS et al., 2011).

Macacos-prego medem entre 32-56 cm de comprimento, pesam até 4
Kg e podem viver até 11 anos. Apresentam pelagem de coloragdo castanha,
que varia com a idade, principalmente em machos dominantes. Vivem em
bandos de oito a 16 individuos, com um macho dominante. S3o animais
gregarios, sedentarios e formam associagdes com outros primatas, formando
territérios diferentes dos originais de cada espécie. Sendo onivoros, possuem
dieta que inclui frutos (60%), sementes (7%), castanhas, flores, gomas, néctar,
fungos, seiva, ovos, insetos, aracnideos, pequenos vertebrados, ostras e
caranguejos, mas nao folhas (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

2.1.2 Macacos-de-cheiro

Os macacos-de-cheiro (Saimiri sciureus, Linnaeus, 1758) pertencem a
mesma familia que o macaco-prego. Vivem em diversos habitats de climas
temperado e tropical, desde florestas primarias, secundarias, secas, tropicais
de terra firme até as temporariamente inundadas, de altitudes entre 0 e 2.000
m (AURICCHIO, 1995). Apresentam, desta forma, ampla distribuicdo
geografica, habitando desde a Costa Rica até o chaco paraguaio. As florestas
de galeria, que crescem ao longo das margens dos rios, sdo o habitat preferido
desta espécie de primata neotropical (REIS et al., 2011).

Macacos-de-cheiro medem cerca de 35 cm de comprimento, pesam
aproximadamente 1 Kg e podem viver entre 15-20 anos. A pelagem varia de
acordo com a parte do corpo, podendo ser verde-oliva a alaranjada nas partes
superiores € branco-amareladas nas inferiores. Sao sedentarios, gregarios,
com habito arboricola e diurno. Vivem em grandes grupos (30-50 individuos),
sao sociaveis e misturam-se com outros primatas, assim como 0s macacos-

prego. Esta associagao entre diferentes espécies e até géneros de primatas é



considerada uma forma de protecédo contra predadores e melhora a eficiéncia
da alimentacao dos primatas (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009; REIS et al.,
2011).

Assim como o macaco-prego, os macacos-de-cheiro sdo onivoros, com
dieta que inclui frutos, (didmetro menos que 1 cm) (90%), néctar (6%),
sementes (2%), flores (1%), insetos (larvas), moluscos terrestres e pequenos
vertebrados como lagartixas, pererecas e filhotes de aves (KINDLOVITS &
KINDLOVITS, 2009).

2.1.3 Macacos-da-noite
Os macacos-da-noite (Aotus infulatus, Olfers, 1818) habitam florestas de

clima temperado e tropical do sul do Panama, Guianas, Peru, Equador, Oeste
do Brasil e norte da Argentina, desde as florestas tropicais umidas até as
capoeiras. Medem entre 24-37 cm, pesam 1 Kg e vivem por 25 anos, com
relato de 7 anos de vida em cativeiro. Diferente das outras amostradas no
presente estudo € a unica espécie de PNH com habito noturno (DIAS et al.,
2011). Apesar da visdo adaptada a ambientes escuros é capaz de diferenciar
cores. Possuem olhos grandes, com pelagem de tonalidade cinzenta-
acastanhada, com destaque para a face com areas de pélos brancos nos
supercilios e bochechas e trés listras negras na fonte (KINDLOVITS &
KINDLOVITS, 2009).

Os macacos-da-noite abrigam-se em arvores ocas ou escondido entre
0s ramos durante o dia, mas saem a procura de alimento durante a noite. Nao
apresentam preferéncia por nenhum estrato arbéreo ou tipo de vegetacéo
(AURICCHIO, 1995). Andam sempre em pares, com habito monogamico, mas
vivem em grupos de aproximadamente 12 individuos. Sao gregarios,
sedentarios e onivoros, e a dieta € composta de folhas (30%), frutos (60%),
invertebrados (larvas e pupas de lepiddpteros, besouros e aranhas) e,
eventualmente, morcegos e ovos de passaros. Ha relato de que estes primatas
nao ingerem agua devido ao habito noturno, o que diminui a desidratagcao
(KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009). Também por razao de habito noturno, os



macacos-da-noite sdo muito utilizados em pesquisas sobre a visao
(PISSINATTI et al., 2010).

2.1.4 Bugios

A ultima espécie amostrada sdo os bugios (Alouatta guariba, Humbolt,
1812), encontrados desde o sul do México até o norte da Argentina. No Brasil
sdo encontrados no Amazonas, Para, Maranhdo, Paraiba, Minas Gerais,
Ceara, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul. Habitam florestas montanhosas
umidas ou vegetacdo mais aberta, como cerrado, caatinga e florestas de
araucarias, em altitudes de 0 a 1.200 metros (KINDLOVITS & KINDLOVITS,
2009).

Os bugios pesam até sete quilogramas, vivem por até 20 anos,
apresentam corpo robusto e pelagem longa, mais volumosa na mandibula e
nos lados da face, que forma uma vasta barba sob a face negra e que esconde
o grande volume do osso hidide. Este osso, mais desenvolvido nos machos,
serve como caixa de ressonancia para a sua voz, o que lhes confere uma
potente vocalizacdo, podendo ser ouvida a aproximadamente 5 Km de
distancia (AURICCHIO, 1995). Costumam vocalizar em grupo em certas horas
do dia (alvorecer e entardecer) para informar sua posicao a outros grupos que
estdo proximos. Vivem em grupos de quatro a seis individuos, mas o grupo
pode ter até 15 espécimes. Os machos compreendem 30% do grupo, 40% sao
fémeas e 30% séo filhotes, sdo comandados por um macho adulto, o “capelao”.
Sao animais lentos, que passam horas parados nas arvores (KINDLOVITS &
KINDLOVITS, 2009), diferentemente das outras espécies estudadas.

A dieta dos bugios € composta por folhas (40-60%), em especial de
folhas novas e frutos (manga, figo e embauba), que comem antes das outras
espécies, pois possuem a capacidade de detoxificar as defesas quimicas de
muitas plantas, evitando intoxicagbes, e aumentando a variedade de alimentos
a sua disposicdo (AURICCHIO, 1995). Apresentam estébmago
compartimentalizado e um grande intestino, o que corrobora com sua

preferéncia por folhas e peciolos. A mucosa oral apresenta coloracdo preta
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devido aos pigmentos das folhas utilizadas na alimentag&o. Alto teor de fibras
deve ser oferecido a estes primatas quando em cativeiro (KINDLOVITS &
KINDLOVITS, 2009).

2.1.5 PNH e Saude Publica

A composicao da dieta e o habitat em que as espécies vivem influencia a
ocorréncia de determinado micro-organismo nos animais, seja patégeno ou
apenas contaminante encontrado no alimento.

Diversas viroses foram identificadas em PNH neotropicais, incluindo:
herpesviroses em macaco-de-cheiro, Aotus, Ateles, Cebus, Saguinus e
calitriquideos; paramixovirose em calitriquideos; sarampo em calitriquideos,
Aotus e Saimiri; encefalomiocardite em Leontopithecus, Saguinus, Saimiri,
Aotus, Cebus, entre outros; hepatite dos calitriquideos; febre de Mayaro em
Alouatta, Pithecia e Saguinus; e todos sao considerados susceptiveis a raiva
(VERONA e PISSINATTI, 2007). Diferentes graus de susceptibilidade s&o
encontrados nas espécies de primatas neotropicais, e algumas servem como
sentinela para importantes zoonoses como a febre amarela. Os bugios, por
exemplo, sdo altamente susceptiveis a esse virus, e morrem de forma aguda,
indicando e até predizendo a ocorréncia de surtos em humanos.

As espécies Alouatta caraya, Cebus negritus e Cebus cay foram
utilizadas como “animais sentinela” em uma avaliagcdo de PNH de vida livre na
regido do municipio de Porto Rico-PR, alto do rio Parana entre 2004 e 2006.
Ainda, uma tropa de cavalos de fazenda, que frequentava local préximo a area
de captura foi analisada. A soroprevaléncia encontrada para o virus da
encefalite de Saint Louis foi de 11,6% em A. caraya, 12,5% em C. negritus e
30,7% e C. cay pela inibicido da hemaglutinacdo; e de 39,1% em cavalos.
Tentou-se o isolamento viral em cultura celular de Aedes albopictus, porém
sem sucesso (SVOBODA, 2007).

Pela importancia dos PNH na saude publica, as epizootias presentes
nestes animais foram incluidas na relagao nacional de notificagdo compulséria
desde 2006, em cumprimento a Portaria n° 5 de 21/02/2006 da Secretaria de

Vigilancia em Saude/MS, e um programa de vigilancia nacional foi implantado.
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A continua pandemia do HIV, os recentes surtos de patégenos como SARS e
influenza H5N1, a atual pandemia do H1N1 e as consequéncias globais que
ainda devem ser determinadas e demonstram a nossa continua vulnerabilidade
a doencas infecciosas emergentes, reforcando a importéncia de estudos em
animais silvestres, responsaveis pela emergéncia de mais da metade das

ultimas doengas infecciosas que acometeram o homem.

2.2. Metagendmica Viral
Os virus séo considerados a forma de vida mais abundante do planeta e

menos de 1% n&o sado cultivaveis (KUPROVIC & BAMFORD, 2011). Dessa
forma, o estudo e a descoberta de virus desconhecidos eram prejudicados pela
limitacdo das técnicas de cultura celular e microscopia eletrbnica. Na década
passada, um dos acontecimentos mais notaveis da microbiologia veio auxiliar
esse ramo da virologia. Com o desenvolvimento da metagenémica observou-se
o estabelecimento da metagenémica viral, definido como o estudo das
sequéncias de acidos nucléicos de virus nao cultivaveis de diferentes biomas,
baseada em diversos métodos de concentracdo, purificagdo, extragao,
sequenciamento e bioinformatica (THURBER et al., 2009). A aplicagao da
metagendmica para a descoberta viral teve ampla expansao apds o advento do

sequenciamento massivo (LAW et al., 2013).

A metagendmica viral teve inicio em 2002 com a publicagdo de dois
artigos descrevendo duas comunidades virais marinhas nao-cultivaveis em San
Diego (BREITBART et al., 2002) e emergiu como uma ferramenta util para
aumentar o acesso a genética e fisiologia de organismos nao cultivaveis.
Diversos protocolos tem sido desenvolvidos para capturar a diversidade
microbiana inexplorada para superar barreiras existentes de estimagdo das
espécies (SINGH et al., 2009).

A metagendmica é uma ferramenta poderosa para acessar a diversidade
microbiana complexa presente em amostras ambientais como solo, sedimento
ou agua. Possibilita a descoberta de biomoléculas com propriedades

biotecnolégicas valiosas (SIMON e DANIEL, 2009), em estudos de medicina
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forense (BRENIG et al., 2010) e para a descoberta de novos agentes virais
causadores de doengcas no homem e nos animais (BLOMSTROM, 2011).
Atualmente, a rapida redugdo do custo das técnicas de sequenciamento de
nova geragcdo tem aumentado consideravelmente o desenvolvimento de
estudos metagendmicos. Estima-se que no futuro a metagendmica sera usada
da mesma maneira que o gene rRNA 16S para descrever perfis de
comunidades microbianas (THOMAS et al., 2012).

Um amplo estudo para descrever o microbioma humano associado com
saude e doenca foi recentemente publicado (NELSON et al., 2010). Os
avangos tecnologicos utilizados nos estudos metagendmicos tem
proporcionado o aumento do numero e dimensao dos projetos, como o projeto
Sorcerer Il Global Ocean Sampling (GOS) (RUSCH et al., 2007; BIERS et al.,
2009) e a comparagao metagenémica de 45 microbiomas e 42 viromas
distintos (DINSDALE et al., 2008).

2.2.1 Amostragem e Enriquecimento Viral

A primeira etapa do estudo metagendémico é a obtengdo da amostra, que
deve representar a populacao da qual foi colhida (WOOLEY et al., 2010). O
acido nucléico extraido deve representar todas as células presentes na
amostra e quantidades suficientes de acidos nucléicos de alta qualidade devem
ser obtidas para a produgao da biblioteca e sequenciamento (THOMAS et al.,
2012).

Na maior parte das amostras, o acido nucléico viral constitui apenas uma
pequena porcao de todos os acidos nucléicos presentes. Desta forma, uma das
tarefas mais importantes e complexas da metagendmica viral é preparar a
amostra de tal forma que os acidos nucléicos do hospedeiro e bactérias,
considerados contaminantes, sejam eliminados enquanto o acido nucléico viral
€ preservado (DELWART, 2007, THOMAS et al., 2012, LAW et al., 2013).

O capsideo presente em alguns virus tem como fung¢ao proteger o acido
nucléico viral, o que pode ser considerado vantajoso em estudos
metagendmicos, pois as nucleases podem ser utilizadas para o tratamento das
amostras, degradando o acido nucléico do hospedeiro, mas ndo afetando o

acido nucléico viral, que permanece viavel. Apos a extracdo dos acidos
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nucléicos virais, quando o DNA ou o RNA estéo livres (fora do capsideo), pode-
se fazer o tratamento com DNases quando se busca RNA virus e com RNases
quando se procura por DNA virus (DELWART, 2007). O tratamento das
amostras com nucleases pode n&o eliminar totalmente o acido nucléico
contaminante, principalmente em amostras como tecidos. Ainda, é importante
enfatizar que ha alguns virus mais sensiveis ao tratamento com nucleases, e
ha, portanto, um risco de degradacéo do &cido nucléico viral (BLOMSTROM,
2011).

Quando o propésito € separar os virus de outros micro-organismos, a
fitracdo com membranas de poro entre 145-160 nm pode ser inicialmente
utilizada para remover bactérias, eucariontes e agregados grandes. Porém,
devido a existéncia de virus maiores que o tamanho do poro da membrana,
como O poxvirus, que tem 140-260 nm de didmetro, estes virus seriam
eliminados da amostra, juntamente com outros contaminantes (DELWART,
2007). A ultra-centrifugacao por densidade de gradiente de cloreto de césio
(THURBER et al., 2009) e em colchdo de sacarose 30% € outra maneira de
separar as particulas virais (DELWART, 2007).

O processo de fracionamento das amostras deve ser checado para
garantir que o enriquecimento suficiente do acido nucléico alvo tenha sido
alcangado e que minima contaminagao tenha restado (THOMAS et al., 2012).
Este € um fator importante, pois as técnicas de sequenciamento massivo
utiizadas nos estudos metagendmicos amplificam aleatoriamente as
bibliotecas, ou seja, quanto menos acido nucléico contaminante maior a chance
de deteccéo viral.

A purificagdo do acido nucléico viral antes da amplificagcdo é etapa
crucial nos estudos metagénomicos e os métodos citados acima podem ser
empregados na mesma amostra, uma vez que quando se desconhece a
particula viral presente na amostra, a combinagdo de dois ou mais métodos
pode aumentar a sensibilidade do estudo.

Anticorpos de pacientes convalescentes de doenga respiratoria e
gastrointestinal foram utilizados para capturar os virus presentes nas amostras
biolégicas. Sabe-se que mesmo apos algum tempo da infecgédo, IgGs sao

encontradas no soro de pacientes em convalescéncia. Estas imunoglobulinas
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podem ser ligadas a beads magnéticas e utilizadas para a detecg¢ao do virus na
amostra. Esta estratégia de enriquecimento viral apresenta a vantagem de
selecionar virus, que tem maior chance de serem os causadores de
determinada doenca (MUNNINK et al., 2013).

2.2.2 Amplificacao e preparo das bibliotecas

Diversas técnicas de amplificagdo podem ser utilizadas para a
identificacdo de novos genomas virais e, por ser um método de amplificacao,
alguns problemas como reagentes contaminados, formagao de quimeras e viés
na amplificagdo podem ocorrer. O impacto destes problemas dependera da
quantidade e do tipo de material inicial e do numero necessario de ciclos de
amplificagdo para producdo de quantidades suficientes de acidos nucléicos
(THOMAS et al.,, 2012). A escolha da técnica vai depender do objetivo do
estudo.

A amplificagcdo dos acidos nucléicos pode ser realizada de maneira
independente da sequéncia para demonstrar a verdadeira composigao genética
da amostra. Esta etapa € capaz de multiplicar simultaneamente diversos
genomas virais, incluindo virus altamente divergentes e completamente novos,
e, portanto, garantir sua descoberta e caracterizacdo genética (BLOMSTROM,
2011).

A amplificagdo independente da sequéncia com um primer (sequence-
independent single-primer amplification - SISPA) surgiu ha quase duas
décadas com o objetivo de identificar acido nucléico viral a partir de sequéncias
desconhecidas presentes nas amostras em pequenas quantidades. O método
envolve a digestdao do DNA por endonuclease, seguida de ligagao direcional de
um adaptador assimétrico, ou primer, nas duas porcoes finais da molécula de
DNA. As sequéncias finais comuns ao adaptador permitem a amplificacdo do
DNA em subsequente reagdo de PCR usando um unico primer complementar.
Devido a baixa complexidade do genoma viral, a digestdo enzimatica produz
grande quantidade de um limitado numero de fragmentos. Apds a amplificagéo,
bandas discretas no gel de agarose s&do observadas e podem ser entdo
sequenciadas e identificadas (BEXFIELD e KELLAM, 2011). Pode ser utilizada
para a identificacdo de genomas virais novos com alta divergéncia, porém

acidos nucléicos contaminantes podem ser amplificados (DELWART, 2007).
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A SISPA foi utilizada para a deteccédo do virus da hepatite C a partir de
biopsias hepaticas. O cDNA foi obtido a partir do RNA com a utilizagdo da
enzima de transcricdo reversa Superscript Ill e o primer senso utilizado na
SISPA. RNA e DNA foram entdo incubados com a Klenow para obtencao da
segunda fita de DNA e a reacao de PCR foi realizada com o primer reverso da
SISPA (DALY et al., 2011). Dois circovirus-simile foram identificados a partir de
amostra de fezes pela técnica de SISPA (CASTRIGNANO et al., 2013).

Uma alternativa de tecnologia de amplificagdo é a PCR randémica
(rPCR), que nao requer a digestdo do DNA ou cDNA nem a ligagcdo a
adaptadores (BLOMSTROM, 2011). Este método utiliza dois primers diferentes
e duas reagdes de PCR. O unico primer usado na primeira PCR tem uma
sequéncia definida no final 5, seguido de uma sequéncia hexamérica ou
heptamérica degenerada no final 3'. A segunda PCR ¢é ent&o realizada com um
primer especifico complementar a regido 5’ do primeiro primer, possibilitando a
amplificagdo dos produtos formados na primeira reagdo. A técnica de PCR
randémico tem sido utilizada para a deteccdo de DNA e RNA virus e € uma das
técnicas mais utilizadas atualmente na identificagdo de novos virus (BEXFIELD
e KELLAM, 2011).

A amplificagdo por deslocamento (rolling circle amplification - RCA) é
outra técnica eficiente que utiliza primers randémicos em conjunto com uma
polimerase por deslocamento. Uma das polimerases de deslocamento de alta
fidelidade é a Phi29 (fago Bacillus subtilis) com alta processividade, podendo
incorporar até 20.000 bases antes de se destacar do alvo, além de atividade %’
- 3 exonuclease (BEXFIELD e KELLAM, 2011). Utilizando-se primers
randdmicos e phi29, alvos circulares sao amplificados eficientemente por uma
reacdao denominada de amplificacdo por circulo rolante, que cria longos
concatameros de multiplas copias do alvo. Pequena quantidade de material €
necessaria para a reacao, e além de alvos circulares, alvos lineares também
podem ser amplificados por esta técnica (BLOMSTROM, 2011).

Um novo método eficiente e altamente preciso foi desenvolvido para o
sequenciamento massivo de RNA virus. Apesar do protocolo ser laborioso
(aproximadamente 5 dias de trabalho), resulta em sequéncias com taxa de erro

mais baixas e facilita a identificagcdo de variagdes raras de baixa frequéncia.
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Brevemente, o RNA é fragmentado, circularizado e selecionado por tamanho
(85 -100 nucleotideos). A transcrigcao reversa é realizada pela reagao de circulo
rolante, que resulta em um cDNA-tandem, que sdo clonados para gerar a
segunda fita de DNA, ja contendo os adaptadores necessarios para o
sequenciamento (ACEVEDO & ANDINO, 2014).

O PCR degenerado utiliza primers para anelar em regides parcialmente
conservadas de virus relacionados. O objetivo principal é criar um equilibrio na
tentativa de cobrir todas as variantes possiveis dentro de uma familia viral,
criando-se uma grande variedade de primers. Esta técnica é utilizada para a
deteccdo de virus, inclusive novos virus, pela existéncia suficiente de
homologia entre as familias virais (BEXFIELD e KELLAM, 2011). Diversos virus
produzem sua prépria polimerase e existe uma semelhanca tanto na sequéncia
como na estrutura destas proteinas, pois exercem uma importante fungao.
Desta forma, as DNA e RNA polimerases podem ser utilizadas na identificagcao
de agentes virais pela proximidade com uma familia viral conhecida
(SONNTAG et al.,, 1995; LAKSHMINARAYAN et al., 2003). Dois novos
herpesvirus foram identificados de Macaca nestrina e Macaca mulatta (ROSE
et al., 1997) e dois radinovirus (Chlorocebus radinovirus 1 e 2), em macacos
verdes africanos (GREENSILL et al., 2000), com primers degenerados que
amplificam a regido conservada do gene da DNA polimerase dos virus da
familia Herpesviridae.

O PCR longo foi utilizado para amplificar o acido nucléico mitocondrial
de amostras de sangue, gerando fragmentos de aproximadamente 8 Kb em
comprimento. As bibliotecas foram preparadas com o kit Nextera-XT e
sequenciadas com a tecnologia lllumina (KING et al., 2014). O PCR de longo
alcance foi também utilizado para a deteccao de DNA mitocondrial a partir de
diferentes amostras como swabs de bochecha, cultura celular e DNA
previamente extraido. Diferentes primers foram utilizados para a obtencao de
fragmentos de aproximadamente 8,5 Kb (McELHOE et al., 2014).

Muitas vezes a amplificagdo inicial do acido nucléico viral nao é
necessaria para os estudos metagendmicos. Devido a variedade de acidos
nucléicos virais, diferentes metodologias para o preparo da biblioteca podem

ser empregados. Virus dsDNA podem ser mais facilmente preparados para o
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sequenciamento massivo em comparagdo com virus RNA, porém o
enriquecimento viral é prejudicado pela dificuldade na separagdo do DNA viral
e do hospedeiro.

Se tratando de amostras de virus RNA ou ssRNA, o DNA complementar
deve ser obtido a partir do RNA para posterior obtengdo da segunda fita de
DNA. Algumas enzimas como a Klenow e T4 DNA Polimerase, entre outras
polimerases, tem sido utilizadas na obtengdo da dsDNA (DALY et al., 2011;
CASTRIGNANO et al.,, 2013; MUNNINK et al., 2013). O tratamento com a
RNase H pode ser utilizado para degradar a fita de RNA inicial, previamente a
obtencdo da dsDNA (JONES et al., 2005). De acordo com a tecnologia
utilizada, quando se busca virus ssDNA, a segunda fita de DNA também deve
ser obtida.

Dependendo da tecnologia de sequenciamento massivo utilizada,
diferentes kits para o preparo das bibliotecas estdo disponiveis no mercado.
Dentre eles, o Nextera-XT (lllumina) € indicado para o preparo de genomas
pequenos, amplicons e plasmideos e requer apenas 1 ng de dsDNA como
input. Esta técnica consiste de uma etapa de tagmentacao enzimatica que
adiciona adaptadores que permitirdao a amplificacdo por PCR e adicdao dos

primers para o sequenciamento (McELHOE et al., 2014).

2.2.3 Sequenciamento

Diferentes técnicas de sequenciamento tem sido frequentemente
utilizadas para a identificacdo de acidos nucléicos. Uma técnica é construir
biblioteca viral shotgun e sequenciar os fragmentos por meio de métodos como
o Sanger, conhecido como “‘método de terminacdo de cadeia” ou
“sequenciamento didesoxi” (BEXFIELD e KALLAM, 2011; BLOMSTROM,
2011). A técnica é baseada na sintese de uma fita complementar dependente
da polimerase na presenga de 2’-desoxinucleotideos (dNTPs) e 2',3-
didesoxinucleotideos, que servem como finalizadores nao reversiveis da
sintese (BEXFIELD e KALLAM, 2011).

A técnica de Sanger cria sequéncias de alta qualidade e pode ser
empregada para produzir sequéncias de leitura de até quase 1.000 nt
(BLOMSTROM, 2011). Uma possivel limitacdo da técnica é a necessidade de
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clonagem viral em bactérias antes do sequenciamento (BEXFIELD e KALLAM,
2011). A técnica de Sanger é altamente laboriosa em comparagao com seu
rendimento e a utilizacdo de novas técnicas de alta transferéncia vem
substituindo o sequenciamento de Sanger em estudos de metagendmica viral
(BLOMSTROM, 2011).

O sequenciamento com alta taxa de transferéncia ou sequenciamento
massivo nao necessita da etapa de clonagem e produz maior quantidade de
dados comparado ao sequenciamento de Sanger. Para a metagendmica viral,
este fato permite a detecgdo de virus com menor numero de coépia inicial
(BLOMSTROM, 2011). Também conhecidos como ‘“tecnologias de
sequenciamento de nova geragao”, os métodos de sequenciamento massivo
incluem o instrumento baseado em pirosequenciamento 454 (Roche Applied
System), o analisador de genoma (lllumina) e o sistema SoLiD (Thermo
Fhiesher) (BEXFIELD e KELLAM, 2011). Os avangos destas técnicas e a
reducdo do custo tem aumentado o numero e a dimensédo dos projetos de
sequenciamento metagenémicos (SIMON e DANIEL, 2011).

As trés tecnologias diferem no método de amplificagdo, na quantidade
de dados gerados e na forma de leitura. A plataforma 454 utiliza para a
amplificagao clonal a PCR em emulsao (ePCR), enquanto a lllumina usa a PCR
por pontes. Ainda, a plataforma 454 utiliza o pirosequenciamento, a Illumina
utiliza terminadores reversiveis e o SOLID utiliza ligagdo e probes clivaveis. A
maior capacidade de throughput é feita pelo aparelho SOLID (10-20
Gb/corrida), seguida pelo lllumina (3-6 Gb/corrida) e pelo 454 (0,4-
0,6Gb/corrida). Apesar do menor throughput, a plataforma 454 realiza leituras
mais longas (até 400 nt), seguida pelo lllumina (aproximadamente 100 nt) e
SOLID (aproximadamente 50 nt). Todas as técnicas apresentam vantagens e
desvantagens e a escolha do sistema ideal vai depender do tipo de estudo a
ser realizado (BLOMSTROM, 2011).

A plataforma 454 System Roche faz a PCR por emulsdo (ePCR) para a
amplificagdo clonal, onde fragmentos de DNA randdmicos sao ligados a beads,
que sao depositadas em pogos de uma placa picotitre. Em seguida, o
pirosequenciamento é feito individualmente. O pirosequenciamento envolve a

adicado sequencial dos quatro desoxinucleotideos trifosfato a reagdo. Caso haja
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complementariedade, sao incorporados pela polimerase. Quando ocorre a
polimerizagao, ha a liberagdo de pirofosfatos, que sdo convertidos por duas
reacbes enzimaticas e produzem luz. A luz é detectada em paralelo via
dispositivo ligado a carga (charge-coupled device — CCD), convertida na
sequéncia da fita. Esta técnica apresenta relativo baixo custo, comprimento de
leitura entre 600 e 800.000 bp, 10 ng de DNA para iniciar a reagéo e
capacidade de throughput de até 500 Mbp (THOMAS et al., 2012).

Ja a plataforma lllumina/Solexa tem como principio a imobilizacdo de
fragmentos de DNA randébmico em uma superficie, ou seja, a amplificacado
clonal ocorre em superficie solida. A amplificacdo ocorre em clusters de
fragmentos de DNA idénticos, que subsequentemente sdo sequenciados com
finalizadores removiveis, conhecida como sequenciamento por sintese. Esta
técnica também apresenta baixo custo, tem grande aplicagcdo na
metagendmica, utilizada na geragao de “rascunhos” de genoma, 20 ng de DNA
podem ser usados como amostra inicial, mas a plataforma disponivel ha mais
tempo, a HiSeq, apresenta tempo de corrida maior que o da plataforma 454.
Esta desvantagem estd sendo corrigida pela nova versdo da tecnologia
lllumina, o MiSeq, que também pode ser utilizado para sequenciamentos teste
(THOMAS et al., 2012).

2.3 Virus de importancia veterinaria descobertos por metagenémica

Estudos metagenémicos podem auxiliar na identificacdo de novos
agentes causadores de infecgbes no homem e nos animais, principalmente
quando patdégenos conhecidos foram excluidos como causadores.

Um novo bornavirus foi identificado em um papagaio-do-peito-roxo
(Amazona vinacea) e duas araras canindé (Ara ararauna) que foram
diagnosticadas com a doenga da dilatagdo pré-ventricular. A doenga causa
inflamacao do sistema nervoso central, periférico e autdbhomo e é associada
com disfungao gastrointestinal. De acordo com o histérico das aves e pelas
caracteristicas  histologicas, realizou-se PCR randbmica seguida de
sequenciamento massivo (pirosequenciamento) a partir de amostras de RNA

extraidas de cérebro. Apds a identificacdo de bornavirus, realizou-se PCR para
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confirmacéo da presenga do virus. A presenga do virus nas amostras coloca-o
como possivel agente causador, pois nao foi possivel concluir se o virus induz
a doencga da dilatacdo pro-ventricular ou se uma resposta imune adaptativa
ocorre em associagao com a doenga (HONKAVOURI et al., 2008).

O virus da hepatite dos perus foi identificado a partir do
pirosequenciamento de RNA a partir de figado de aves com hepatite. A
presencga do virus em figado, bile, intestino, soro e swab cloacal foi obtida por
PCR em tempo real, com primers especificos ao virus identificado pelo
sequenciamento massivo. A hibridizacdo in situ com probes virais e
imunoistoquimica também confirmaram a presenga de acido nucléico e
proteinas virais no figado dos perus doentes (HONKAVOURI et al., 2011).

A fibropapilomatose € uma doenga neoplasica debilitante que afeta
tartarugas marinhas no mundo todo. A causa da doenga é considerada
desconhecida, mas sugere-se que um alfaherpesvirus seja o agente etioldgico.
Particulas virais foram purificadas a partir de fibropapiloma com uma
combinagdo de selecdo por tamanho, centrifugacdo por densidade e
tratamento com nuclease. O DNA extraido foi amplificado por SISPA e a
identificacdo do tornovirus 1 de tartaruga marinha foi obtida. Verificou-se ainda
que o virus circula como quasi-espécie, pois variantes semelhantes foram
encontradas nos animais com as lesdes (NG et al., 2009).

A doenga de corpo de inclusdo € uma doenga infecciosa fatal de
serpentes e é caracterizada por alteragcdbes comportamentais e infecgdes
secundarias. Com a utilizacdo da metagendbmica, dois arenavirus foram
identificados. O virus identificado apresenta a organizagdo gendmica
semelhante a dos arenavirus, porém codificam uma glicoproteina mais
semelhante a dos filovirus. O virus foi isolado em células de jiboia. A
nucleoproteina viral foi encontrada em inclusdes citoplasmaticas grandes
(STENGLEIN et al., 2012).

Martas (Mustela lutreola) com desordem neuroldgica de uma fazenda da
Dinamarca apresentaram tremor, andar cambaleante e ataxia. A inoculagéo de
homogeneizado cerebral de animais doentes em sadios resultou na reprodugao
de sinais clinicos. A amplificacdo randémica seguida de sequenciamento

massivo resultou na identificacdo de um astrovirus, uma das primeiras
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caracterizagdes destes virus em sistema nervoso central (BLOMSTROM et al.,
2010).

Trés ledes marinhos (Otaria byronia) do Zoolégico Municipal de Kansas
morreram sem causa aparente. A necropsia revelou alteracdes respiratérias e a
pesquisa de intoxicacdo quimica ndo detectou pesticidas, componentes
organicos téxicos ou niveis anormais de minerais na agua das piscinas ou no
conteudo gastrico dos animais. Foram negativos também para West Nile e
nenhum virus foi isolado. A metagendmica viral foi realizada a partir de
fragmentos congelados de pulm&o. O enriquecimento viral foi realizado por
centrifugacao inicial para remocado das células do hospedeiro, filtragdo em
membranas de 0,45 ym, concentracdo por gradiente de Césio e tratamento
com DNAse. O DNA viral foi amplificado pela RCA com kits comerciais,
clonado e sequenciado. O anelovirus identificado foi considerado causador da
morte dos animais e foi posteriormente identificado em ledes marinhos de vida
livre (NG et al., 2009).

Um anelovirus semelhante ao identificado em ledes marinhos e gatos foi
encontrado em focas (Phoca vitulina richardsii) apés a morte de 21 animais.
Este é o segundo anelovirus identificado em pinipedes, sugerindo que estes
virus circulam em mamiferos marinhos (NG et al., 2011) e refor¢a a importancia
da investigagcdo dos casos de morte subita, muito comuns em animais
silvestres.

A PCR com primers degenerados foi utilizada para identificar o
herpesvirus-2 de mustelideos encaminhados a um centro de reabilitacdo apos
vazamento de 6leo. A identificagcado de lesdes herpéticas, ulceras e placas orais
com inclusdes intranucleares eosinofilicas) em lontras marinhas (Enhydra lutris
kenyoni) pode ser resultado de reativagao viral associado ao estresse causado
pela exposicao ao o6leo, captura e reabilitacdo. Os autores sugerem que o
herpesvirus identificado € comum e geralmente ndo causa sintomatologia
clinica significante nas lontras (TSENG et al., 2012).

A associacao de hibridizacdo e RCA resultou na identificacdo de um
novo poliomavirus associado a tumor cerebral maligno em dez guaxinins de
vida livre (Procyon lotor) dos estados da Califérnia e Oregon. Os tumores

estavam localizados no lobo frontal e trato olfatério dos animais e suspeitou-se
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de um agente emergente e infeccioso pela dispersdo dos animais (DELA-
CRUZ et al., 2013).

A doencga de Theiler € uma hepatite aguda de equinos que € associada
com a administragdo de produtos de sangue equino. Sequenciamento massivo
foi utilizado para identificar um flavivirus, do género Pegivirus, denominado de
virus associado a doenga de Theiler (TDAV). Um estudo epidemiolégico com
equinos de outros locais confirmou a associagao do virus e a hepatite aguda
que ocorre nos equinos. A inoculagdo experimental do virus indica que a
viremia nao influencia diretamente na lesdo hepatica (CHANDRIANI et al.,
2013).

A metagendmica viral foi utilizada para a identificacdo de um novo
orthobunyavirus, denominado Schmallenberg, incriminado como causador de
uma enfermidade em bovinos na Alemanha e na Holanda, em 2011. Os
animais apresentavam sinais como febre, diminuicdo da producéo de leite e
diarreia, porém as viroses endémicas classicas foram excluidas como
causadoras da enfermidade. Apds a identificacdo do virus como sendo um
orthobunyavirus pelo estudo metagenédmico, foi desenvolvida uma nova técnica
de PCR em tempo real para analisar amostras de outros animais e verificar a
prevaléncia do virus para confirmar o Schmallenberg como o virus causador
deste surto (HOFFMANN et al., 2012).

Um grande projeto de ecologia, saude e conservagdao de primatas é
realizado no Parque Nacional Kibale, na Uganda. O parque tem alta variedade
e densidade de primatas ndao humanos, que tem contato com as pessoas e
com o0s animais domésticos (SIBLEY et al.,, 2014). Diversos virus foram
identificados nos primatas que habitam o parque, conforme descrito abaixo.

Um colobus vermelho (Procolobus rufomitratus tephrosceles) de vida
livre foi capturado, mesmo estando sadio, para colheita de amostra para
metagendémica viral, que identificou duas variantes do virus da sidrome
hemorragica dos simios (VSHS). Resumidamente, a amostra foi centrifugada,
fitrada em membrana de 0,45 um e o RNA extraido foi tratado com DNase e
ap6s o preparo da biblioteca foi realizado o pirosequenciamento. Esta foi a
primeira deteccdo do VSHS em primata de vida livre e destaca-se a

importancia deste estudo ndao somente pela deteccao deste virus, mas também
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pela sintomatologia causada, semelhante a febre amarela e ebola, importantes
infeccbes humanas, ressaltando-se ainda a importancia dos primatas como
reservatorios de patdégenos emergentes (LAUCK et al., 2011).

Duas novas variantes do VSHS também foram identificadas em quatro
guenons-da-cauda-vermelha (Cercopithecus ascanius) do mesmo parque
descrito acima. As duas variantes apresentam caracteristicas muito diferentes
dos outros VSHS ja descritos e os autores sugerem a reclassificagdo dos
Aterivirus, sugerindo a inclusdo do género Simartevirus (LAUCK et al., 2013a).

Um virus novo, divergente e semelhante ao da hepatite G foi identificado
por sequenciamento massivo em trés de nove colobus preto-e-branco (Colobus
guereza). O virus foi denominado de guereza hepacivirus (GHV) e se
assemelha filogeneticamente a hepacivirus identificados em morcegos
africanos e roedores norte-americanos (LAUCK et al., 2013b).

Amostras de plasma de nove colobus preto-e-branco (Colobus guereza)
foram analisadas por PCR randémico e sequenciamento massivo para verificar
a variedade de virus da imunodeficiéncia dos simios. Aliquotas de 1 mL de
plasma foram centrifugadas e filtradas para remog¢do de residuos celulares,
seguida de extracao do RNA, tratamento com DNase, obtencdo de cDNA e
dsDNA e preparo das bibliotecas para sequenciamento. Com o intuito de
sequenciar os genomas completos dos SIV, quatro reagdes com amplicons de
aproximadamente 2,5 Kb foram padronizadas a partir das sequéncias obitdas
pelo de novo assembly das leituras do sequenciamento. Duas novas variantes
do SIV foram encontradas, SIVKcol-1 e SIVKcol-2, em trés e quatro animais,
respectivamente e nenhum dos animais estava co-infectado (LAUCK et al.,
2013c).

Uma nova linhagem do virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV),
denominada SIVrtg Kib, foi encontrada em guenons-da-cauda-vermelha
(Cercopithecus ascanius schmidti) ainda no mesmo parque. Esta espécie
pertence ao género Cercopithecus, de grande importancia, pois compreende a
maior parte das espécies de primatas que albergam o SIV. Amostras de 12
animais foram coletadas, de grupos diferentes que habitam o parque. Como o
SIV ja havia sido relatado em outras espécies deste género no parque, as

amostras de plasma foram triadas para SIV/HIV. Por sequenciamento massivo,
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trés amostras foram positivas e apenas duas amostras foram positivas pela
sorologia, indicando infeccdo aguda. Por outro lado, a partir de duas amostras
sorologicamente positivas nao foi possivel a deteccdo do virus pelo
sequenciamento. Realizou-se entdo RT-PCR na tentativa de detectar um
fragmento de 400 pb nas duas amostras de plasma. O produto obtido foi
sequenciado pelo método de Sanger, confirmando a presenga do SIVrtg_Kib
(LAUCK et al., 2014).

Outras variantes do SIV (LOCATELLI et al., 2008; GOLDBERG et al.,
2009; LEENDERTZ et al., 2010), os virus da célula T linfotréfica dos simios e o
simian foamy virus (GOLDBERG et al., 2009) foram encontrados em colobus
vermelhos (Piliocolobus baius badius). Muitos estudos com primatas néo
humanos do velho mundo tem sido conduzidos devido a importancia desses
animais como transmissores do HIV para o homem. A metagendémica viral tem
ampla aplicabilidade na identificacdo de novos virus, principalmente os
relacionados ao HIV, pelo fato de ja serem conhecidos. A grande variedade do
SIV encontrada nas diferentes espécies pode ser diferenciada pelas técnicas
de metagendmicas.

O sequenciamento massivo de amostras de colobus vermelhos, colobus-
da-cauda-vermelha e babuinos verde-oliva (Papio anubis) do parque Kibale
revelou a existéncia de trés pegivirus, espécie-especificos, denominados
SPgVire, SPgViig € SPgViwan, de acordo com a espécie e local onde foram
encontrados. Estes sdo os primeiros pegivirus detectados em colobus e
demonstram a variedade de virus encontrados nestas espécies ameacadas
(SIBLEY et al., 2014).

De acordo com a revisdo acima, observa-se a importdncia da
metagendémica viral na descoberta de novos virus em diferentes espécies de
animais, o que auxilia na identificagdo precoce de possiveis virus emergentes
que possam causar importantes surtos nos animais e também no ser humano,
uma vez que a maior parte das doengas infecciosas humanas tem origem
zoonotica.

Destaca-se ainda a relevancia dos virus encontrados em amostras de
animais silvestres, principalmente os primatas ndo-humanos, considerados os

principais transmissores de agentes infecciosos emergentes ao ser humano. A
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identificacdo de novos flavivirus em primatas do Velho Mundo (LAUCK et al.,
2013b; SIBLEY et al., 2014) destaca a importancia dos virus da familia
Flaviridade nos PNH. O Brasil é considerado como santuario de arboviroses
(BEDIN, 2007), dentre elas as flaviviroses. No presente estudo, o primeiro
estudo de metagendmica viral realizado no Brasil, foi identificado um novo
hepacivirus em PNH do Novo Mundo, o primeiro identificado em PNH do Novo
Mundo.

2.4 Bioinformatica

Os recentes avangos tecnoldgicos das técnicas de sequenciamento de
nova geragao permitiram aumento massivo no numero de sequéncias
desconhecidas, sem similaridade com as sequéncias atualmente disponiveis,
trazendo juntamente novos desafios e dificuldades na area de bioinformatica,
que devem ser superados para completar o principio da metagendmica
(SCHOLZ et al., 2012).

Devido a grande diversidade dos genomas virais em banco de dados
publicos, a maioria das sequéncias nao tem similaridade significante com
nenhum gene conhecido. Para a maioria dos dados de metagendmica viral com
genes longos, 30% ou menos das sequéncias apresentam similaridade com um
gene previamente identificado, e muitos desses ndo estdo associados com
nenhuma fungcdo (SCHOENFELD et al., 2009). Além disso, os genomas do
conjunto de dados sao geralmente incompletos, com alguns casos onde ha
apenas pequena porgao de fragmentos pequenos pertencentes a cada genoma
(WOOLEY et al., 2010).

Normalmente, o fluxograma de analise de metagenomas comeca pelo
controle de qualidade e pré-processamento dos dados brutos. O principal
objetivo é criar um banco de dados de alta qualidade que represente os
genomas presentes na amostra e sua abundancia. O controle de qualidade
inclui o tamanho, o conteudo GC, o escore de qualidade, o niumero de bases
ambiguas “N” e a distribuicdo da complexidade das sequéncias (FANCELLO et
al., 2012).
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A presenca de sequéncias contaminantes (primers e material genédmico
de organismos que nao virus) nos metagenomas brutos tem relevancia nos
estudos de metagendmica viral. A filtracdo deve ser realizada para se obter
apenas sequéncias de interesse e limitar montagens erradas, além de reduzir o
tamanho do banco de dados que sera analisado (FANCELLO et al., 2012).

A identificagcdo taxonémica € um dos principais objetivos da
metagendmica viral e pode ser considerada uma tarefa dificil, especialmente
com as sequéncias curtas (50-500 nt) que podem ser menos informativas e
dificultarem a classificacdo. A classificagcao taxondmica pode ser realizada com
métodos de similaridade ou composicdo. Os métodos de similaridade sao
baseados em busca pelo BLAST e pelo fato da maior parte dos metagenomas
serem compostos por micro-organismos desconhecidos, buscas com E-value
estringente podem gerar poucas sequéncias classificaveis; por outro lado,
buscas com E-value menos estringente podem resultar em classificagcdes
incorretas. Ja os métodos de composigdo sao baseados na composigao
nucleotidica, sdo computacionalmente mais rapidos e podem ser usados para a
classificagdo de sequéncias altamente divergentes das disponiveis em bancos
de dados, porém dependem no tamanho do fragmento e tem menor acuracia
que os métodos baseados na similaridade (FANCELLO et al., 2012).

A montagem de dados metagenémicos € complexa devido a alguns
fatores: a presenca de diversos genomas, contigs nao-espécie especificos,
regidbes gendmicas conservadas que sao compartiihadas por espécies
distantemente relacionadas, a alta frequéncia de polimorfismos e variagao
genbmica mesmo para subespécies, regides repetidas e as diferentes taxas de
cobertura entre as espécies devido a diferente abundancia das espécies dentro
de determinada amostra (FANCELLO et al., 2012).

Ap6s a montagem, muitos pesquisadores utilizam programas como
BLASTn e BLASTx para a busca em banco de dados na tentativa de encontrar
homologias com virus conhecidos. Embora estes métodos sejam utilizados
para detectar virus conhecidos, assim como virus altamente divergentes, eles
geralmente falham na descoberta de novos genomas virais, pois ndo mostram
similaridade a nenhuma sequéncia depositada nos bancos de dados
(BLOMSTROM, 2011). Estima-se que os métodos de busca baseados no
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BLAST retornem entre 10-90% dos resultados como desconhecidos, devido
principalmente ao pequeno tamanho das sequéncias produzidas pelo
sequenciamento massivo, o fato dos bancos de dados n&do serem completos e
a erros de sequenciamento (FANCELLO et al., 2012).

A maioria dos dados metagendmicos inclui um numero de sequéncias
que nao pode ser identificado por homologia em bancos de dados. Para se
encontrar novos genomas virais, outras ferramentas devem ser desenvolvidas
(BLOMSTROM, 2011). Os programas disponiveis atualmente permitem a
comparagdo do metagenoma de interesse com outros genomas e
metagenomas em diversos niveis, incluindo o gene, familia da proteina, entre
outros, e todos incluem variantes de ferramentas especificas ao metagenoma
(KUNIN et al., 2008).

Muitos programas e plataformas tem sido desenvolvidos para auxiliar
tanto na analise dos dados como na visualizagdo dos resultados. Scholz et al.
(2012) citam em sua revisdo nove ferramentas que podem ser utilizadas para
anotacao e analise dos dados, dez para a montagem do metagenoma e onze
para o mapeamento e alinhamento das sequéncias.

A maior dificuldade a ser sobreposta pelos estudos metagenémicos é o
grande volume de dados gerados e a capacidade de analise destes dados, ou
seja, o tempo de analise (KUNIN et al., 2008). Desta forma, novos programas
de bioinformatica devem ser desenvolvidos na tentativa de facilitar a
comparagao dos dados gerados, assim como para padronizar a forma de
publicacdo, armazenamento, divulgacdo dos dados gerados e para analisar a
estrutura e funcédo das sequéncias encontradas.

No sentido de se padronizar a descrigdo das investigagées gendmicas,
formou-se o Genomic Standards Consortium (GSC), que foi responsavel pela
divulgacdo de um guia contendo as informagées minimas que devem ser
incluidas em publicagédo de sequéncia genémica (MIGS) (FIELD et al., 2008).
Neste sentido, uma fonte de monitoramento centralizado de projetos de
genoma e metagendmica foi fundado em 1997, Genome OnLine Database
(GOLD). Em setembro de 2009, informagdes de mais de 5.800 projetos de
sequéncia, incluindo 200 projetos metagendmicos, estavam inseridos no banco

de dados. O projeto GOLD continua em expansao baseado no principio de
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fornecer informag¢des de metadados de forma compreensivel, relacionado ao
MIGS (LIOLIOS et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Padronizar um protocolo enzimatico in house para a sintese da
segunda fita de DNA de amostras virais.

3.2 Comparar o uso do protocolo completo do kit Nextera® XT e a
combinagao do kit Nextera® XT e kit Kapa Library Quantification para o preparo
de bibliotecas para sequenciamento com o MiSeq.

3.3 Identificar novos genoas virais a partir de plasmas de primatas n&o

humanos de diferentes regides do Brasil por técnicas de metagenémica viral.
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HIGHLIGHTS
- Massive sequencing systems can be used for whole viral genome
sequencing.
- dsDNA can be obtained with RNase H from cDNA and random primer
for ssDNA viruses.

- Nextera® XT + Kapa is a valuable alternative for library preparation.
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ABSTRACT

Sequence-independent methods for viral discovery have been widely used for
whole genome sequencing of viruses. Different protocols for viral enrichment,
library preparation and sequencing are available and the costs are decreasing.
Accordingly, the aim of the present study was to evaluate an in house
enzymatic protocol for double-stranded DNA (dsDNA) synthesis and also
compare the use of full protocol Nextera® XT and the combined Nextera® XT
and Kapa library quantification for MiSeq Sequencing. Two RNA viruses
(canine distemper virus and dengue virus) and one ssDNA virus (porcine
circovirus type 2) were tested with the developed protocols. The method for
dsDNA synthesis employed showed satisfactory results and can be used on
the laboratory, mainly if the enzymes used are already used in the lab. Library
preparation with the combined kits (Nextera® XT and Kapa) yielded more
reads and coverage of the genomes, probably because the normalization step
of the Nextera® XT does not recover small fragments. Using Kapa
quantification, libraries can be diluted or concentrated in order to increase the

coverage.

Key words: double-stranded DNA, library preparation, massive sequencing,
MiSeq.

Number of pages: 12; Number of Tables: 1
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Viral metagenomics emerged as an important tool for virus discovery and
whole genome sequencing (Barzon et al., 2011). More than 99% of viruses are
considered non-cultivable and have high mutation rate (Thurber et al., 2009)
enhancing the importance of non-sequence dependent detection methods such
as massive sequencing.

A wide variety of protocols have been employed for viral enrichment from
different sample types. Different library preparation methods can be used to
increase the likelihood of the target nucleic acid detection. Advances in
sequencing technology generate more data, and innumerous bioinformatics
programs can be used to analyze the data generated.

Briefly, library preparation for lllumina MiSeq sequencing includes
enzimatic tagmentation, adaptors and indexes addition, pooling, denaturation
and sequencing. The sequencing-by-synthesis reversible terminator approach
of the lllumina MiSeq sequencer uses single stranded DNA amplified by bridge
for cluster formation. During the sequencing, the reversible terminator is imaged
and modified to allow the incorporation of the next base (McEhloe et al., 2014).

Accordingly, the aim of the present study was to evaluate an in house
method of double-strand DNA preparation from ssDNA virus and RNA viruses
for viral massive sequencing with Illumina MiSeq system from different
biological samples. Moreover, we described an association with Nextera® XT
and quantitative PCR (qPCR) to enhance the number of reads per sample.

One cultured sample positive for PCV2, one cultured and one urine
positive samples for canine distemper virus (CDV), and six positive serum

samples for dengue virus were used to evaluate the efficiency of the method
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used to obtain the dsDNA. Positive samples for CDV and dengue virus were
also used to compare the use the Nextera® XT protocol and the combination of
Nextera® XT and the gPCR library quantification.

Total RNA Purification Kit (Norgen, Thorold, Canada) was used to purify
RNA from the samples, according to the manufacturer’s instructions. The RNAs
were then quantified by Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, USA)
with the RNA Assay kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). Samples with low
concentration (including < 0.5 ng/mL - too low to be quantified) were
concentrated in the Speed Vac Concentrator 5301 (Eppendorf, Hamburg,
Germany) to a final volume of 10 yL. RNA samples were then treated with
DNAse | (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Following, the cDNA was obtained
with the Improm-lI™ RT kit (Promega, Fitchburg, USA), according to the
manufacturer’s instructions.

The DNA from the cultured PCV2 was purified with the lllustra Blood
GenomicPrep Mini Spin Kit (Ge Healthcare, Little Chalfont, UK) and then
quantified with Qubit® 2.0 Fluorometer with the DNA Assay Kkit.

Before the second strand of DNA was obtained, PCR was performed to
verify the presence of the targets (PCV, CDV, and dengue virus) in the
samples. A multiplex nested PCR was used to verify the positivity of the
samples to DENV (Bronzoni et al., 2005) and quantitative PCR was used to
detect CDV (Elia et al., 2006) and PCV2 (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002).

After positive result in PCR, dsDNA was obtained with the following mix:
T4 DNA Polymerase (5 U/uL) (Thermo Scientific, San Jose, USA), T4 DNA
Ligase (5 U/uL), 10X T4 DNA Ligase Buffer (10 pyL) (Thermo Scientific, San

Jose, USA), dNTP mix (10 mM) (Promega, Madison, USA), 10 uL of the cDNA
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and nuclease-free water gsp 100 pL. RNase H (5 U/mL) (New England
BioLabs, Ipswich, USA) was used for cDNA samples, since the enzyme
cleavages the hybrid DNA and the ssRNA fragments can be used as primers,
and random primer (250 ng/uL) for ssDNA samples. The reaction was
incubated at 12 °C for 60 minutes and 22 °C for 60 minutes (modified from
Okayama and Berg, 1982). Double-stranded DNA was then purified with
Agencourt® AMPure® XP beads (Beckman Coulter Inc., Indianapolis, USA) and
quantified using Qubit® 2.0 Fluorometer using the dsDNA High Sensitive kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA).

As the maximum concentration of 0.2 ng/uL is required as input dsDNA
for Nextera® XT, samples with higher concentrations were diluted in order to
fulfill the manufacturer’s instructions. On the other hand, dsDNA samples with
lower concentrations were concentrated either to 0.2 ng/uL or adjusted to 5 L,
maximum volume that can be added in the reaction, to increase the initial DNA
input and to improve sequencing coverage.

Samples were submitted to Nextera® XT (lllumina, Inc., San Diego, USA)
to library preparation for deep sequencing. For this purpose, two different
approaches were used. In the first one, full protocol of the Nextera® XT, with 3
ML of the tagmentation enzyme, was used in three runs that were performed at
the lab. In the second approach, Nextera® XT protocol was followed accordingly
to the manufacturer’s instructions until the third step (PCR Cleaning), also with
3 uL of the tagmentation enzyme. After that, libraries were then quantified using
Kapa library quantification, according to the manufacturer’s instructions.

In order to increase the samples’ coverage, before library pooling,

samples with concentration lower than 1 nM were adjusted to 5 pL. Libraries
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with concentration higher than 1nM were diluted to 1 nM. The volume of 5 uL of
each library was pooled and concentrated to 4 nM (4x), then denatured
accordingly to the Preparing DNA Libraries for Sequencing on the Miseq®
guide. Libraries were sequenced with MiSeq® System (lllumina, Inc., San
Diego, USA) using MiSeq® Reagent kits (150 and 500 cycles).

Geneious R6 (Biomatters, Auckland, New Zealand) and CLC Genomics
Workbench (CLC bio, Aarhus, Denmark) were used to analyze the sequences.
The deposited reference genomes from NCBI used were NC 001921,
NC_001477, DQ_923523, for CDV, dengue, and PCV2, respectively.

Samples of CDV (urine and culture) and Dengue virus (serum and
culture) were prepared to massive sequencing by two different protocols:
Nextera® XT full protocol and a combination of Nextera® XT and KAPA
quantification kit. Porcine circovirus type 2 sample was only prepared by the
combined Nextera® XT and KAPA quantification protocol (Table 1). The Kapa
product was submitted to electrophoresis presenting the average size of 200
bp.

Deep sequencing generated from 28,026 to 865,212 reads per sample
with Nextera® XT full protocol and ranged from 272,703 to 1,581,902 reads per
sample with the combined Nextera® XT and KAPA quantification protocol. The
combination of Nextera® XT and Kapa quantification resulted in more reads
generated and more reads assembled to the reference genome. Also, cultured
samples yielded more reads than the samples that were directly sequenced
(Table 1).

The combined protocol resulted in 3 times more reads than Nextera® XT

for CDV from urine, 2 times more reads for cultured CDV, and 11x more reads
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for dengue virus. The number of assembled reads was 12x higher with the
combined protocol for CDV from urine, about 5x higher for cultured CDV and

about 4x higher for dengue virus (Table 1).

Table 1. Sample type, dsDNA concentration, library quantification total number
of reads and reads assembled of CDV, DENV, and PCV2 using lllumina MiSeq

Reagent kit.
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Nextera-XT

Librar
Sample gype of dsP_NA_ Quantificgtion # of Cycles # of reads HQ% # of reads % Used Reads
ample Quantification (KAPA) Assembled
Cbv Urine < 0.5 ng/mL 2x250 cycles 109,228 99.6 5,264 4.819277108
Cbv Culture < 0.5 ng/mL 2x250 cycles 865,212 99.7 139,349 16.10576367
Denv2  Serum 0.292ng/uL 2x150 cycles 153,178 98.6 8,766 5.72275392
Denv2  Serum < 0.5 ng/mL 2x150 cycles 59,424 97.4 29,712 50
Denv4  Serum < 0.5 ng/mL 2x150 cycles 28,026 99.6 2,573 9.180760722
Combination of Nextera-XT and KAPA
Type of dsDNA Lilqr_a v # of reads
Sample Samol Quantification Quantification # of Cycles # of reads HQ% Assembled % Used Reads
ple ua (KAPA)
Cbhv Urine < 0.5 ng/mL 0.11 nM 2x250 cycles 348,361 99.9 65,728 18.86778371
Cbhv Culture < 0.5 ng/mL 12.4 nM 2x250 cycles 1,581,902 99.6 790,965 50.00088501
Denv1 Serum < 0.5 ng/mL 6.64 nM 1x150 cycles 354,286 - 139,792 39.45738753
Denv1 Serum < 0.5 ng/mL 0.20 nM 1x150 cycles 276,188 - 19,124 6.924268976
Denv1 Serum < 0.5 ng/mL 0.43 nM 1x150 cycles 498,080 - 154,528 31.02473498
PCV2 Culture < 0.5 ng/mL 5.71 nM 1x150 cycles 272,703 100 5,717 2.096419915




39

We used ssRNA and ssDNA viruses to set up a different method for
dsDNA synthesis for further library preparation and massive sequencing with
lllumina Inc. system. Double-stranded DNA was obtained with a mix containing
RNase H to cleave the hybrid DNA from cDNA synthesis and the RNA
fragments were used as primer for the second strand synthesis. RNase H
enzyme has been used in the mix for dsDNA synthesis previously (Jones et al.,
2005), but different ligase and polymerase were used.

Cultured sample from CDV yielded more reads than urine (Table 1) with
both protocols probably due to higher viral load. Culture can be used prior to
massive sequencing as a viral enrichment but it can influence on the sequence
because mutations can occur during the culture process. Also, culture can
select some genomes that can be more readily adapted to the cell type and this
can influence on the diversity of the sequences obtained.

The combination of Nextera® XT and Kapa quantification generated more
reads for all samples tested and different attempts can be made in order to
increase the number of reads per run. Although the use of Kapa quantification
could increase costs the gain compensates.

Due to the small size of the viral genomes we added 3 pL of the
tagmentation enzyme. In previous tests (data not showed) it was observed that
the addition of the recommended volume of the tagmentation enzyme (5 L)
and using the incubation period, resulted in smaller fragments, that could be lost
during the bead purification step influencing final library quality. Another
approach could be to keep the enzyme volume and to increase the amount of

DNA input (McElhoe et al., 2014).
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Purification after PCR with Agencourt® AMPure® beads can also
decrease library quantification. The PCR clean-up is used in both protocols
tested, it is a critical step since the attempts to circumvent the DNA loss were
not satisfactory. In brief, the amount of beads (0.5x to 1.0x per reaction),
ethanol concentration (80% to 70%), and final dry before eluting DNA (15 to 10
minutes) were modified without success (McElhoe et al., 2014).

Normalization during Nextera® XT is a step used to equalize the
quantity of all libraries. Most of the samples tested had lower quantification than
is detectable by dsDNA fluorescent dye quantitation (< 0.5 ng/mL) before library
preparation, what could lead to a loss of fragments during normalization step
reflecting on the cluster formation during sequencing. We used qPCR
quantification after PCR clean up to increase the clusterable DNA, amplifying
dsDNA and also ssDNA, considered target for bridge amplification, as
recommended by McElhoe et al. (2014).

The usage of 1x150 or 2x250 cycles presented similar coverage since
the DNA fragments had an average size of 200 bp. Furthermore, MiSeq®
Reagent kit of 1x150 cycles was used on the last runs because there is a
decrease in the quality of reads in the end of the fragments and also from read 1
and read 2, when pair-ended sequencing is performed (McElhoe et al., 2014).

The method of dsDNA preparation from ssDNA (PCV2) also showed
satisfactory results, because the addition of random primers enabled the
formation of dsDNA. Thus, this methodology can be used to another ssDNA
viruses that are present in samples with high viral load. Furthermore, the
sample preparation for sequencing without the amplification step conserves the

diversity present in the original sample compared with the pre-amplified product
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by PCR or RCA (Rolling Circle Amplification). Therefore, preserving the
diversity of the sample is important for the determination of quasispecies by
next-generation sequencing.

Double-stranded DNA mix containing RNase H or random primer, T4
DNA Polymerase and T4 DNA Ligase successfully produced dsDNA from
ssRNA and dsDNA viruses from different samples. Nextera® XT and Kapa
quantification combined yielded more reads per sample with higher coverage of

the viruses sequenced than the Nextera® XT full protocol.
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ABSTRACT
Wild animals-borne emerging zoonoses represent the most significant and
growing threat to global health. Non-human primates contribute with 20% of the

main human diseases, considered the main experimental model and also can
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be considered sentinels for different diseases that affect humans. Accordingly
the aim of the present study was to identify new viral genomes in plasma from
wild-caught non-human primates from different parts of Brazil and from four
species: squirrel monkey (Saimiri sciuratus), night monkey (Aotus ainfulatus),
Howley monkey (Alouatta caraya), and capuchin (Sapajus apella), considered
clinically healthy during sampling. Deep sequencing was performed with
MiSeq® System and a bioinformatics pipeline was developed to analyze the
sequences obtained. Preliminary results show that a wide variety of viral
genomes were present in the samples highlightening torque tenus virus,

hepatitis G virus types A and B, parvovirus, and pappilomavirus.

Key words: viral metagenomics, deep sequencing, non-human primates.

Viral metagenomics emerged as an important tool for viral discovery
mainly after the advances on sequence-independent techniques known as high-
throughput sequencing. Traditional methods such as cell culture, electron
microscopy and inoculation in experimental animal models are based on
comparison with known viruses; molecular biology including PCR and Sanger
sequencing are also based on known sequences and although some viruses
were discovered by the use of these techniques, viral metagenomics circumvent
the need of a previous known sequence, allows the discovery of new viral
genomes within complex samples and are in exponentially increasing (1).

Zoonotic pathogens contribute with about 60% of the emerging infectious
diseases (EID) and 71.8% are wildlife-borne. The variety of wildlife species by
itself is an EID predictor, independently of human population, rainfall or latitude
(2). Brazil is considered a hotspot for EID emergence due to the broad variety of
wildlife species variety and the large territory that the country occupies in South
America.

A project involving the ecology, health and conservation of primates has
been conducted at the Kibale National Park, Uganda. A high variety and density
of NHP is found at the park and the animals have contact with humans and
domestic animals present at the park. Viral metagenomics was used to identify

simian hemorrhagic fever virus (SHFV) in red colobus (Procolobus rufomitratus
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tephrosceles) (3) and African red-tailed guenons (Cercopithecus ascanius) (4),
guereza hepacivirus (GHV) (5) and simian immunodeficiency virus (SIV) (6)
were identified in black-and-white colobus (Colobus guereza), another variant of
SIV was identified in red-tailed guenons (7), and pegiviruses were identified in
red colobus, red-tailed guenons and olive baboon (Papio anubis) (8). Viral
metagenomics studies identified other variants of SIV (9-11) and simian foamy
virus (10) in red colobus.

Due to the phylogenetically proximity of humans and non-human
primates (NHP) and the diversity of NHP inhabiting the Brazilian territory viral
metagenomics were used to identify new viral genomes in New World NHP
species from Brazil.

Ninety-six samples from four species of NHP were collected in the
National Primate Center (NPC) (Belem, PA) from 52 squirrel monkey (Saimiri
sciureus) and 24 night monkey (Aotus ainfulatus), Tiete Ecological Park (TEP)
(Sdo Paulo, SP) from Howley monkey (Alouatta caraya), and Bela Vista
Biological Sanctuary (BVBS) (Foz do Iguagu, PR) from 3 Howley monkey and
12 capuchin (Sapajus apella) (Table 1). The animals were clinical healthy
during sampling and were manually and chemically restrained for whole blood

sampling.

Table 1. Blood plasma pooling from New World non-human primates

accordingly to the place and time of sampling.

Sample Pooling Place/Sampling Date Sampled Species

Sample 1 NPC/June 2011 Saimiri sciureus
Sample 3 NPC/June 2011 Saimiri sciureus
Sample 8 NPC/June 2011 Saimiri sciureus
Sample 9 TEP/December 2011 Alouatta caraya
Sample 10 NPC/November 2011 Saimiri sciureus and Aotus infulatus
Sample 11 NPC/November 2011 Saimiri sciureus and Aotus infulatus
Sample 20 NPC/November 2011 Saimiri sciureus and Aotus infulatus
Sample 21 NPC/November 2011 Saimiri sciureus and Aotus infulatus
Sample 22 NPC/November 2011 Saimiri sciureus and Aotus infulatus

Sample 23 BVBS/ May 2012 Alouatta caraya and Sapajus apella
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Primate plasma samples (300 yL each) were centrifuged at 12,000xg for
5 minutes at 8°C and the supernatants were filtered through a 0.45 uM filter
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) to remove possible host cellular debris
and bacteria. The filtrates were treated with a nuclease mixture of 14U turbo
DNase (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 3U Baseline-ZERO
(Epicentre, lllumina, San Diego, USA) and 20U RNase One (Promega,
Madison, USA) in 1x DNase buffer (Ambion) at 37°C for 1.5 hour to reduce
background nucleic acids from the host cells and bacteria.

Viral nucleic acids protected by viral capsids, were then extracted from
~200 L resulting solutions by Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification
Kit (Promega) following the manufacture’s instruction. Viral cDNA synthesis was
performed by incubation of 10 yL extracted viral nucleic acids with 100 pmol of
a primer containing a fixed 20 bp sequence plus a random nonamer at the 3’
end at 85°C for 2 min. Then, 200U SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen — Thermo Fisher Scientific)), 0.5mM of each deoxynucloside
triphosphate (dNTP), 10mM dithiothreitol, and 1x first-strand extension buffer
were added to the mixture and incubated at 25°C for 10 min, followed by 50°C
incubation for 1 hour. The 2nd strand DNA synthesis was performed by
incubation with 50 pmol of random primer at 95°C for 2 min, 4 °C for 2 min, and
then with 5U Klenow Fragment (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) at
37°C for 1 hour. The resulting products were either put into library preparation
directly or PCR amplified by using 5 uL of the RT-Klenow DNA products and 2.5
MM primer consisting of the fixed 18 bp portion of the random primer with 1U
AmpliTaq Gold DNA polymerase (Life Technologies - Thermo Fisher Scientific),
2.5mM MgCly, 0.2mM dNTPs, and 1x PCR Gold buffer in a reaction volume of
50 yL. Temperature cycling was performed as follows: 1 cycle of 95°C for 5
min, 30 cycles of denaturing at 95°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, 72°C for 1.5
min. An additional extension for 10 min at 72°C was added to the end of the
run.

The PCR products were purified twice by Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, Villepinte, France) with 0.8:1 ratio of beads to sample.
Purified products were checked by agarose gel electrophoresis and Nanodrop

spectrophotometer (Thermo Scientific). The pre-amplification products were
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used as input DNA for TruSeq library preparation following the manufacture’s
instruction. The quality of the libraries was assessed by 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, ADS Agilent, Santa Rosa, CA, USA) and the
quantification was estimated by KAPA Library Quant Kit (Kapa Biosystems,
Woburn, MA, USA) following the manufacturer’s instructions. Libraries were
pooled and sequenced with MiSeq® v2 Reagent kit (2x250 cycles) with MiSeq®
System (lllumina®, San Diego, USA).

The resulting libraries of single-stranded DNA fragments were
sequenced using the MiSeq lllumina platform and in two multiplexed runs using
2x250 cycle MiSeq Reagent Kit v2 (lllumina). Paired-end reads of 250 bp
generated by MiSeq were demultiplexed using vendor software from lllumina. A
virus discovery pipeline running on a 32-nodes Linux cluster was developed to
process the data. Human host reads and bacterial reads were subtracted by
mapping the reads to human reference genome hg19 and bacterial RefSeq
genomes release 59 using bowtie2. Reads were considered duplicates if 5bp to
55bp from 5 prime end was identical. One random copy of duplicates was kept.
Low sequencing quality tails were trimmed using Phred quality score 10 as the
threshold. Adaptor and primer sequences were trimmed using the default
parameters of VecScreen. The filtered reads were de novo assembled using a
de novo sequence assembler SOAPdenovo2, ABySS, meta-Velvet and CAP3.
The assembled contigs, along with singlets were aligned to a viral proteome
database (consisting of all annotated full or near full viral genomes) using
BLASTx. The significant hits to virus were then aligned to a non-virus-non-
redundant (NVNR) universal proteome database using BLASTx. Hits with more
significant E-value to NVNR than to virus were removed. A web-based graphical
user interface was developed to present users with the virus hits, along with
taxonomy information and processing meta-information.

Different viral families were identified on each sample pool sequenced
(Figure 1). Overall, Anelloviridae was the family with more viral hits among all
the samples and only on the pools 9, 10, 11, and 23 Flaviviridae, HERYV,
Flaviviridae, and Parvoviridae families had more hits than Anelloviridae. The

most important virus species and number of hits are presented on Table 2.



49

Table 2. Viral genomes hits per plasma pool sequenced from New World non-

human primates and the number of hits per virus.

Sample Pools

Viral Sequences Hits (Number of hits)

Sample 1
Sample 3
Sample 8
Sample 9

Sample 10

Sample 11
Sample 20
Sample 21
Sample 22
Sample 23

TTV(10000+), GBV A (12), GBV B (2), GBV C (1), Parvovirus
(5), Chipmunk Parvovirus (7), Circovirus (36), Ebola Virus (2)
TTV (10000+), GBV A (3) GBV B (2), Parvovirus (66), Simian-
Human Immunodeficiency Virus (9)

TTV (10000+), GBV A (10), GBV B (5), Papillomavirus (21),
Parvovirus (96), Picornaviridae (2)

TTV (4500+) , GBV A (10000+), GBV C (23), Parvovirus (75),
Papillomavirus (14)

TTV(10000+), GBV A (753), GBV B (2), Parvovirus (57),
Rhadinovirus (16), Circovirus (50)

TTV (49), GBV A (3000), GBV B (2), Parvovirus (15)

TTV (1000+), GBV A (722), papillomavirus (7), Parvovirus (22)
TTV (2000+), GBV A (8), GBV B (2), Parvovirus (21)

TTV (30000+), GBV A (1), Parvovirus (37)

TTV(2000+) , GBV A (3), GBV B (3669), Parvovirus (10000+)
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None
Poxviridae
Mimiviridae
Iridoviridae
Others

Podoviridae
Retroviridae

Anelloviridae
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Retroviridae
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Phycodnaviridae
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Anelloviridae
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Podoviridae

Sample 3 Phycodnaviridae
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Retroviridae
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Phycodnaviridae

Sample 21

HRMYaviridae
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None
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Others
Mimiviridae
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Others

Anelloviridae

Retroviridae HERV

Flaviviridae  Poxviridae Phycodnaviridae

Figure 1. Graphical representation of the contig numbers of viral families

identified on each plasma pool sequenced from New World non-human

primates.
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Hits for Torque teno virus TTV were found in all pools sequenced with a
high number of hits in all pools but Sample 11. TTV is a small, nonenveloped
virus with circular, single-stranded DNA genome classified within the Anellovirus
genus. Many TTV sequences were identified in different species of NHP such
as chimpanzee (Pan troglodytes), Japanese macaque (Macaca fuscata),
cotton-top tamarin (Saguinus oedipus), douroucouli (Aotus trivirgatus), and
tupaias (Tupaia belangeri chinensis) and also in domestic animals and human.
A wide variety of divergent sequences have been identified classified either in
about 39 genotypes or five phylogenetic groups (12).

Reads that match with Flaviviridae family were found in all pools
sequenced. Hepatitis G virus B (GBV-B) that belongs to the Hepacivirus
gender, the same as Hepatitis C virus (HCV), was identified in six pools (Table
2). A new hepacivirus (guereza Hepacivirus) was identified in a black-and-white
colobus (5), demonstrating the virus is present in both New and Old World
monkeys.

Hepatitis G virus types A and C (GBV-A and GBV-C) that are within the
Pegivirus gender were identified in all the pools. Three new variants of
pegiviruses were recently identified in red colobus, red-tailed guenons and olive
baboon from Kibale National Park, Uganda (8).

Other interesting viruses were found as parvovirus, papillomavirus,
circovirus and simian-human immunodeficiency virus and their sequences are
under analysis in attempt to obtain the whole-genome sequence. A new
hepacivirus was identified on Sample 23 and both nucleotide and amino acid
sequences are under analysis for full characterization accordingly to the
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).

The majority of the studies are conducted with Old World monkeys,
mainly resulting in new SIV variants, and few is known about the New World
monkeys, which enhances the importance of more investigation about the
viruses harbored by these animals. This is the first viral metagenomics study
conducted with NHP from Brazil and although the animals sampled were from
captive and considered healthy when sampled, the results can serve for
comparison with other viral metagenomics studies from both sick and healthy

animals.
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ABSTRACT

Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus, and Pegivirus genera belong to the
Flaviviridae family. Hepatitis C virus and Hepatitis G virus (GBV-B) are within
the Hepacivirus genus, with variants identified in non-human primates, wild
rodents, dogs, and bats. Brazil is considered a sanctuary of flaviviruses and
important diseases such as dengue and yellow fever occur throughout the

country. As non-human primates contribute to important human diseases, the
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study of the viruses present in these animals represents an important tool for
detection of possible emergent viruses. Thus, viral metagenomics was
performed with plasma samples from 10 non-human primates (Alouatta guariba
and Sapajus apella) from Southern Brazil. Libraries were pooled and
sequencing with MiSeq® System with 2x250 cycles reagent kit. Geneious R7
and Mega 6.0 were used for analysis. Out of 2,181,312 generated reads, 3,819
had hit to GBV-B (NC001655) and were used for de novo assembly, resulting in
10 contigs. One contig had 8,885 bp and was used as reference for
concatenation with the whole raw data from the pool sequenced, resulting in a
consensus sequence of 9,708 bp (HQ 99.1%). Amino acid analysis resulted on
the viral polyprotein with a CDS of 2,830 aa. The sequence showed 63%
identity with 39 gaps compared with the deposited sequence (BAK24073).
Phylogenetic analysis with neighbor-joining tree (1,000 rounds of bootstrap)
resulted in a monophyletic group that shares ancestry with GBV-B. Results

suggest a new species of Hepacivirus similar to GBV-V.

Key words: viral metagenomics, hepacivirus, non-human primates.

Zoonotic pathogens contribute with 60.3% of the emerging infectious
diseases (EID) and 71.8% are originated from wildlife. Brazil is considered a
hotspot for the EID due to the wide diversity of wildlife species, what is per se,
an important predictor for a disease emergence, independently of the human
population growth, latitude and rainfall (1). Non-human primates (NHP) are the
closest phylogenetically animals to humans and contribute with 20% of human
diseases (2) and act as sentinels and experimental models for human diseases.

Hepatitis G virus B (GBV-B) was first described in tamarins (Saguinus
spp.) and other New World monkeys after the inoculation of an acute-phase
plasma from a physician with unexplained hepatitis (3). GBV-B and hepatitis C
virus compound the Hepacivirus genus, Flaviviridae family. Genera Pestivirus,
Flavivirus and Pegivirus (recently included) also belong to this viral family (4).

Non-primate hepaciviruses were identified in dogs (5), horses (6),
rodents (7), and bats (8). A divergent and similar to hepatitis G virus was
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identified in a black-and-white colobus (Colobus guereza), denominated
guereza Hepacivirus (GHV) (9).

Accordingly, a new hepacivirus was identified in captive New World
monkeys (Alouatta guariba and Sapajus apella), Southern Brazil. The virus,
non-human primate hepacivirus (NHP-HV), shares common ancestry with GBV-
B. Although Amazon region is considered the more likely region for viral
emergency, NHP-HV was discovered in NHP from Southern Brazil, what
highlights the importance of studies that aim to identify new viruses that can
emerge and disseminate in wildlife as well human population.

Three howley monkeys (Alouatta guariba) and seven capuchins (Sapajus
apella) were sampled at the Bela Vista Biological Sanctuary, Foz do Iguacu,
Parana, Brazil. After physical and chemical restrainment, whole blood was
collected with EDTA, plasma was obtained by centrifugation and kept under
refrigeration during the transportation to the laboratory.

Primate plasma samples (300 pyL each) were centrifuged at 12,000xg for
5 minutes at 8°C and the supernatants were filtered through a 0.45 uM filter
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) to remove possible host cellular debris
and bacteria. The filtrates were treated with a nuclease mixture of 14U turbo
DNase (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 3U Baseline-
ZERO (Epicentre, lllumina, San Diego, USA) and 20U RNase One (Promega,
Madison, USA) in 1x DNase buffer (Ambion) at 37°C for 1.5 hour to reduce
background nucleic acids from the host cells and bacteria.

Viral nucleic acids protected by viral capsids, were then extracted from
~200 pL resulting solutions by Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification
Kit (Promega) following the manufacture’s instruction. Viral cDNA synthesis was
performed by incubation of 10 uL extracted viral nucleic acids with 100 pmol of
a primer containing a fixed 20 bp sequence plus a random nonamer at the 3’
end at 85°C for 2 min. Then, 200U SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen — Thermo Fisher Scientific), 0.5mM of each deoxynucloside
triphosphate (dNTP), 10mM dithiothreitol, and 1x first-strand extension buffer
were added to the mixture and incubated at 25°C for 10 min, followed by 50°C
incubation for 1 hour. The 2nd strand DNA synthesis was performed by

incubation with 50 pmol of random primer at 95°C for 2 min, 4 °C for 2 min, and
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then with 5U Klenow Fragment (New England Biolabs, Beverly, USA) at 37°C
for 1 hour. The resulting products were either put into library preparation directly
or PCR amplified by using 5 pL of the RT-Klenow DNA products and 2.5 yM
primer consisting of the fixed 18 bp portion of the random primer with 1U
AmpliTaq Gold DNA polymerase (Life Technologies - Thermo Fisher Scientific),
2.5mM MgCl,, 0.2mM dNTPs, and 1x PCR Gold buffer in a reaction volume of
50 uL. Temperature cycling was performed as follows: 1 cycle of 95°C for 5
min, 30 cycles of denaturing at 95°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, 72°C for 1.5
min. An additional extension for 10 min at 72°C was added to the end of the
run.

The PCR products were purified twice by Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, Villepinte, France) with 0.8:1 ratio of beads to sample.
Purified products were checked by agarose gel electrophoresis and Nanodrop
spectrophotometer (Thermo Scientific). The pre-amplification products were
used as input DNA for TruSeq library preparation following the manufacture’s
instruction. The quality of the libraries was assessed by 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, ADS Agilent, Santa Rosa, USA) and the quantification
was estimated by KAPA Library Quant Kit (Kapa Biosystems, Woburn, USA)
following the manufacturer’s instructions. Libraries were pooled and sequenced
with MiSeg® v2 Reagent kit (2x250 cycles) with MiSeq® System (lllumina®, San
Diego, USA).

The resulting libraries of single-stranded DNA fragments were
sequenced using the MiSeq lllumina platform and in two multiplexed runs using
2x250 cycle MiSeq Reagent Kit v2 (lllumina). Paired-end reads of 250 bp
generated by MiSeq were demultiplexed using vendor software from lllumina. A
virus discovery pipeline running on a 32-nodes Linux cluster was developed to
process the data. Human host reads and bacterial reads were subtracted by
mapping the reads to human reference genome hg19 and bacterial RefSeq
genomes release 59 using bowtie2. Reads were considered duplicates if 5bp to
55bp from 5 prime end was identical. One random copy of duplicates was kept.
Low sequencing quality tails were trimmed using Phred quality score 10 as the
threshold. Adaptor and primer sequences were trimmed using the default
parameters of VecScreen. The filtered reads were de novo assembled using
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ade novo sequence assembler SOAPdenovo2, ABySS, meta-Velvet and
CAP3. The assembled contigs, along with singlets were aligned to a viral
proteome database (consisting of all annotated full or near full viral genomes)
using BLASTx. The significant hits to virus were then aligned to a non-virus-
non-redundant (NVNR) universal proteome database using BLASTx. Hits with
more significant E-value to NVNR than to virus were removed. A web-based
graphical user interface was developed to present users with the virus hits,
along with taxonomy information and processing meta-information.

Geneious R7 was used to generate the contigs and the polyprotein and
MEGA 6.0 was used for phylogenetic analysis. Polyproteins from 26 viruses
representing the four genera from Flaviviridae family, as well as one poliovirus
and one togavirus (outgroup), available on GenBank, were aligned with
ClustalW. The evolutionary history was inferred by using the Maximum
Likelihood method based (10, 11).

Deep sequencing from plasma of ten New World monkeys resulted in
2,181,312 reads with 3,819 similar to GBV-B (NC_001655). De novo assembly
of the 3,819 reads resulted in 10 contigs and one had 8,885 bp in length
assembled from 3,690 reads. The consensus of this contig was used as
reference for concatenation with raw data from the pool sequenced, resulting in
a consensus sequence of 9,708 bp (HQ 99.1%). This consensus was then
searched with BLASTx and CDS was identified by comparing the amino acids
from the sequences that matched with those from the NHP-HV, resulting in a
polyprotein of 2,830 aa. The sequence showed 63% identity with 39 gaps
compared with the deposited sequence (BAK24073).

Phylogenetic analysis constructed from the polyprotein alignment
demonstrated relationships among Flaviviridae and a common ancestral with
GVB-B (AF179612.1, NP056931.1, and BAK24073.1), although the

polyproteins were in different branches within the tree (Figure 1).
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100 | 6i|9628102|ref[NP 056931.1| polyprotein Hepatitis GB virus B

91 9i|6014505|gb|AAF01368.1|AF179612 1 polyprotein Hepatitis GB virus B
gi|333778079|dbj|BAK24073.1| polyprotein Hepatitis GB virus B

100
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Non-Human Primate Hepacivirus
gil479278034|gb|AGJ71781.1]| polyprotein partial Rodent hepacivirus
100 —|
100 ! gi|485191032|reflYP 007905733.1| polyprotein Rodent hepacivirus

gi|482875999|gb|AGK41007.1| polyprotein Bat hepacivirus

99

99 gi|523407275|gb|AGQ22075.1| polyprotein Guereza hepacivirus
gi|482876026|gb|JAGK41020.1| polyprotein Bat hepacivirus
100 gi|330722930|gb|AEC45560.1| polyprotein Canine hepacivirus AAK-2011
45 £ gi|22129793|ref[INP 671491.1| polyprotein Hepatitis C virus

100 | 9i|482876006|gb|AGK41010.1] polyprotein Bat pegivirus
gi[482876020|gb|AGK41017.1] polyprotein Bat pegivirus
gi|482876014|gb|AGK41014.1| polyprotein Bat pegivirus
gil475994050|reflY P 007697649.1| polyprotein Equine Pegivirus 1
49 | 100 gi|482876010|gb|JAGK41012.1| polyprotein Bat pegivirus
99 0i|482875995|gb|AGK41005.1| polyprotein Bat pegivirus
94 | ——  gi|482876022|gb|AGK41018.1| polyprotein Bat pegivirus

77 90 _|:gi|300431402|gb|ADK12629.1| polyprotein precursor Pegivirus B
100 gi|482876012|gb|AGK41013.1| polyprotein Bat pegivirus
gi|336284683|refINP 062883.2| non-structural polyprotein Rubella virus

— gi|9626650|ref[NP 040937.1| polyprotein Bovine viral diarrhea virus 1
100 L— gi[12657942|ref[NP 075354.1| polyprotein Classical swine fever virus
gi|9627731|ref[NP 042288.1| genome polyprotein Rhinovirus A
— — gi|9628432|ref[NP 043135.1| polyprotein Tick-borne encephalitis virus

gi|9627245]|ref[NP 041726.1| polyprotein precursor Yellow fever virus

— gi|12084823|ref|[NP 073286.1| polyprotein precursor Dengue virus 4
100 gi|159024209|ref|[NP 056776.2| Polyprotein Dengue virus 2
51E 0i|9626686|refINP 059433.1| polyprotein Dengue virus 1
98

0i|163644369|ref[YP 001621843.1| polyprotein Dengue virus 3

|
0.5

Figure 1. Molecular phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method. The
evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method
based on the JTT matrix-based model. The tree with the highest log likelihood (-
69585.1847) is shown. The percentage of trees in which the associated taxa
clustered together is shown next to the branches. Initial tree(s) for the heuristic
search were obtained by applying the Neighbor-Joining method to a matrix of
pairwise distances estimated using a JTT model. The tree is drawn to scale,
with branch lengths measured in the number of substitutions per site. The
analysis involved 30 amino acid sequences. All positions containing gaps and
missing data were eliminated. There were a total of 1438 positions in the final

dataset.
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Hepatitis G virus type A belongs to Pegivirus genus from Flaviviridae
family and was detected in Old World monkeys (12). Although GBV-B was
recovered from tamarins after inoculation (13), the virus was not recovered from
wild-caught New World NHP until now (12).

Although the genome was sequenced as a sample pool from two
different NHP species, howley monkey and capuchin, they were healthy during
sampling, suggesting the virus is adapted to the host, as well as the black-and-
white colobus (Colobus guereza) that hosts guereza Hepacivirus (9). As
tamarins that were experimentally infected developed acute but self-resolving
subacute hepatitis (14) the monkeys from the present study could have
developed a self-resolving hepatitis when they were first infected even before
they were caught from wildlife.

The NHP-HV detected in the present study represents the first
hepacivirus detected in naturally infected wild-caught New World monkeys and
Guereza hepacivirus was the first hepacivirus detected in naturally infected Old
World monkeys (9). Recently, new hepacivirus were identified in dogs (5),
horses (6rodents (7), bats (8), and Old World monkeys (9), demonstrating the
wide variety of hosts this viruses infect. In the present study we identified a new
hepacivirus that infect other species of New World monkeys.

This is the first hepacivirus identified in natural infected wild-caught New
World monkeys from Brazil. The present study is part of a viral metagenomics
study with samples from other New World monkeys. Hits for GBV-B-like virus
were detected in squirrel monkeys (Saimiri sciuratus) and night monkeys (Aotus
ainfulatus) from the National Primate Center, North Brazil (data been
processed).

Studies involving samples from a wider variety of New World primates’
species should be encouraged in an attempt to identify the natural host of

hepacivirus and other possible viruses from Flaviviridae family.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se

concluir:

1. O protocolo enzimatico utilizado para a obtengdo da segunda fita de
DNA foi eficiente e pode ser empregado no preparo de bibliotecas a partir de

diferentes amostras bioldgicas.

2. A combinacdo do Nextera® XT e Kapa Library Quantification resultou
em mais sequéncias virais que a utilizacdo do protocolo completo do Nextera®
XT.

3. Diversas sequéncias de acidos nucléicos virais foram geradas pela
metagendmica viral a partir das amostras de primatas ndo-humanos do Novo

Mundo sequenciadas.

4. Foi identificado um novo hepacivirus em amostras de PNH do Novo

Mundo que pode ser caracterizado como uma nova espécie.
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