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Resumo

A composi¢do da diversidade bacteriana e viral de mamiferos € modelada por diversas
caracteristicas intrinsecas e extrinsecas que influenciam a relagdo patégeno-hospedeiro.
Identificar espécies reservatorios naturais e quais caracteristicas estdo associadas a
ocorréncia de patdgenos sdao essenciais para o controle de doencas infecciosas
emergentes. A biodiversidade encontrada no Brasil representa um potencial para a
emergéncia de novas zoonoses. Marsupiais do género Didelphis estio amplamente
distribuidos pelo continente americano e as espécies Didelphis albiventris e Didelphis
aurita ocorrem nas areas mais populosas do Brasil e sdo comuns em toda sua drea de
distribuicao. Adaptam-se a uma variedade de habitats, incluindo grandes centros urbanos
e florestas secunddrias modificadas pela acdo humana. No entanto, seus potenciais como
hospedeiros de patégenos zoondticos ainda ndo foram profundamente estudados. O
objetivo deste trabalho foi realizar um estudo metagendomico focando em amostras de
duas espécies de gambads capturados em trés fragmentos florestais da regiao de Campinas,
através de sequenciamento de nova geracdo. O microbioma basal de suabes orais e anais
obtidos de gambds sauddveis € descrita e a ocorréncia de patdgenos zoondticos que podem
ser alvos para pesquisas epidemioldgicas futuras também € discutida. Foram observadas
diferencas entre a composi¢ao do microbioma oral e anal, com microbiomas do mesmo
tipo de amostras mais similares entre si independentemente da espécie e local de coleta.
Swabs orais apresentaram uma maior diversidade bacteriana. Também foram detectadas
sequéncias relacionadas a patogenos zoonoticos, incluindo Campylobacter, Salmonella,
Burkholderia, Chlamydia e Hepacivirus. Alguns patégenos foram detectados somente em
uma espécie de gambd ou somente em um local de coleta, sugerindo que fatores
extrinsecos podem contribuir para a ocorréncia destes patdgenos, mas fatores instrinsecos
como dieta e filogenia também podem explicar os padrdes observados. Hepacivirus C foi
detectado em todas as amostras, sugerindo que gambds didelfideos sdo possiveis
hospedeiros deste virus zoondtico. A detec¢do de patdgenos zoondticos em espécies
comuns como gambds alerta para a possibilidade de emergéncia de doengas em outras
espécies, incluindo humanos, especialmente quando seus nichos ecolégicos se sobrepdem
naturalmente ou devido a fragmentacdo. Investigagdes futuras podem abordar a relacdo
entre os padrdes de ocorréncia de patégenos e fatores extrinsecos como as caracteristicas

ambientais.



Abstract

Mammalian wildlife gut bacterial and viral diversity composition are shaped by numerous
host traits and environmental factors influencing host—pathogen relationships. Identifying
natural reservoir species and characterizing which traits are associated with pathogens
occurrence are key to control emerging infectious diseases. The biodiversity found in
Brazil is a potential for the emergence of new zoonoses. Marsupials of the Didelphis
genus are widely distributed in the American Continent and the species Didelphis
albiventris and Didelphis aurita occur in the most populated areas of Brazil and are
common in all of their area of distribution. They adapt to a broad variety of habitats,
including great urban centers and secundary forests modified by human action. However,
their potential as zoonotic pathogens hosts has not been deeply studied yet. Here we
describe a metagenomic study that focused on samples from opossums representing two
species captured in three forest fragments in the region of Campinas, State of Sdo Paulo,
Brazil, using high throughput sequencing. The baseline microbiome of oral and anal
swabs of healthy opossums is described in this article. We also discuss the occurrence of
zoonotic pathogens that can be targets for future epidemiological surveys. Differences
between oral and gut microbiomes composition were observed, with microbiomes from
the same body site being more similar across especies and sampling sites. Oral swabs
presented higher bacterial diversity than anal swabs. At species level, we also detected
sequences related to zoonotic pathogens, including Campylobacter, Salmonella,
Burkholderia, Chlamydia and Hepacivirus. Some pathogen species were assigned only
to one opossum specie or only one sampling site, suggesting that extrinsic factors may
contribute at some level to the occurrence of these pathogens but intrinsic factors such as
diet and phylogeny can also explain the patterns observed. Hepacivirus C was detected in
all of the samples, suggesting that didelphid opossums are possible hosts for this zoonotic
virus and can also be competent hosts for other viruses from the Flaviviridae family. The
detection of zoonotic pathogens in such abundant species warns for the possibility of
emergence in other species including humans, specially when their habitats overlap
naturally or due to the fragmentation. Further investigations could address the relation

between these patterns and extrinsic factors such as environmental characteristics.
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1. Introducao

Mais de dois tercos dos patdgenos humanos emergentes sao de origem zoondtica, e entre
esses, mais de 70% sdo origindrios de animais silvestres (One health initiative). Em novos
ambientes, os virus, particularmente os de genoma RNA, podem facilmente cruzar a barreira
da espécie através de mutacdes, recombinacdes ou ressortimentos de seu material genético,
resultando na capacidade de infectar novos hospedeiros. Devido a suas habilidades adaptativas,
virus de genoma RNA representam mais de 70% dos que infectam humanos (Woolhouse,

2012).

Patégenos emergentes possuem tipicamente uma ampla variedade de hospedeiros,
geralmente excedendo diversas ordens de mamiferos (Woolhouse, 2005). A transmissdo de uma
doenga a uma populagdo humana ou animal sem um nivel pfe-existente de imunidade adquirida
resulta em casos mais numerosos e potencialmente mais graves. Muitas dessas infeccoes podem
ser os resultados da urbanizacao e desenvolvimento da agricultura (Howard, 2012). A elevacao
da temperatura global, por exemplo, expande a ocorréncia de doengas causadas por vetores para

latitudes e altitudes mais elevadas (Ooi et al, 2009).

O desmatamento tem aumentado exponencialmente desde o comeco do século vinte e
resulta em um efeito profundo nos ecossistemas locais, reduzindo a capacidade de controle
natural de roedores, insetos e outros possiveis carreadores de doencas infecciosas. A redugdo
da biodiversidade pode levar a invasdo e propagacdo de espécies oportunistas facilitando a
emergeéncia de doengas através do aumento do contato com populagdes humanas locais. (Patz
et al., 2004). A transmissdo entre espécies pode ocorrer em ambas as dire¢des. Pesquisas em
florestas da Africa demonstraram que humanos e chimpanzés compartilharam uma microbiota
geneticamente semelhante em dreas onde seus territérios se sobrepdem, indicando uma troca
de bactérias entre primatas humanos e nao-humanos mesmo quando ndo houve contato direto
envolvido (Nizeyi et al., 2001) A fragmentagado de florestas também aumenta a transmissao de
bactérias entre primatas e humanos e seus animais domésticos, considerando que o nivel de
interferéncia nos fragmentos florestais correlacionou-se positivamente com a similaridade

genética bacteriana entre primatas e humanos (Goldberg et al., 2008)

A chance de patdgenos se adaptarem a outras espécies de animais aumenta com a
expansdo e sobreposicdo de territérios. A mudanga para um novo hospedeiro pode ter

consequéncias importantes do ponto de vista evolutivo do virus, ja que sua adaptacdo pode
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estimular o desenvolvimento de novos fendtipos e assim a expansdao para novos nichos

ecologicos.

A atividade humana tem alterado a distribuicio e abundancia de muitas espécies.
Consequentemente, a distribuicdo e abundancia de patdégenos e parasitas que estas espécies
hospedam também podem ser alteradas (Voutilainen, 2012). Com a alteracdo da populacgado de
hospedeiros, a taxa de contato intraespecifico pode ser afetada. No caso de pequenos
mamiferos, a perturbacao do habitat pode alterar a riqueza de espécies, influenciando a taxa de
contato intraespecifico e consequentemente a transmissdo. O aumento do contato
interespecifico também pode ser uma consequéncia da reducdo do habitat natural de algumas

espécies. (Dearing, 2010).

Locais que possuem um potencial para a emergéncia de doencas podem ser previstos a
partir de padroes na mudancga do uso da terra e sua biodiversidade subjacente. Essas dreas
devem ser alvos para a vigilancia de patdgenos endémicos de animais silvestres que t€m o
potencial para a mudanga de espécie de hospedeiro. Preservar e proteger habitats intactos nesses
locais pode ser uma maneira simples e direta de reduzir o contato humano-animal e assim

reduzir a probabilidade da emergéncia de novos patégenos (Wolfe et al., 2005).

Jones et al., (2008), sugerem a hipétese de que fatores socioecondmicos como densidade
populacional humana e praticas agricolas sdo importantes determinantes da distribui¢ao
espacial de doencas infecciosas emergentes, além de condi¢Oes ecoldgicas e ambientais que
podem afetar de forma geral a distribuicdo de patdgenos mas, em particular, sugerem que a
emergéncia de doengas zoondticas com origem em animais silvestres estd significantemente
correlacionada com a biodiversidade. Os mesmos autores defendem a re-alocacio de recursos
para uma vigilancia mais eficiente de doencas emergentes em latitudes mais baixas como a
Africa tropical, América Latina e Asia e sugerem que esforcos para a conservacdo de dreas ricas
em biodiversidade, pela reducdo da atividade antropogénica, possuem um grande valor na

reducdo da probabilidade da emergéncia futura de doengas zoondticas.

Recentemente, tem-se observado uma correlagcdo entre a perda de biodiversidade e um
aumento na tendéncia de transmissdo de patogenos e incidéncia de doengas. Este padrdao ocorre
através de sistemas ecoldgicos que variam no tipo de patégeno, hospedeiro, ecossistema e modo
de transmissdo (Keesing et al., 2010). Como exemplo, foi detectada uma forte correlagdo entre
a baixa diversidade de aves e uma maior incidéncia de Virus do oeste do Nilo (WNV) nos

Estados Unidos (Swaddle & Calos, 2008). Para a sindrome pulmonar por hantavirus (HPS),
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estudos experimentais de correlacdo t€ém mostrado que uma baixa diversidade de pequenos
mamiferos aumenta a prevaléncia de hantavirus em seus hospedeiros, aumentando dessa forma

o risco para humanos (Suza et al., 2009).

Um mecanismo que claramente pode aumentar a transmissao € a redugdo da predacao e
competicdo sobre o hospedeiro reservatdrio, consequentemente aumentando sua densidade
populacional. No caso de patégenos para os quais a transmissdo € uma funcao da densidade de
hospedeiros, a perda de biodiversidade pode mais provavelmente aumentar a transmissao se
essa perda causa um aumento na densidade dos hospedeiros competentes (Keesing et al., 2010).
Opostamente, em uma andlise recente, a probabilidade da emergéncia de patégenos de animais
silvestres para humanos foi positivamente correlacionada com a riqueza de espécies de
mamiferos (Jones et al., 2008). A grande biodiversidade encontrada no Brasil € um potencial
para a emergéncia de novas zoonoses assim como a invasao de populacdes humanas em regides
previamente inabitadas. Areas florestadas no Brasil estio sendo constantemente desmatadas
para a construgdo civil e uso para agricultura, aumentando assim o contato entre humanos e
animais silvestres (Jansen et al., 2012). Mais de 80% da mata atlantica remanescente existe na
forma de fragmentos menores que 50 hectares e isolados entre si, compostos por florestas

secundarias (Ribeiro et al., 2009)

Wolfe et al. e Karesh et al., (2012) , descreveram os estdgios na transicao de um agente
infeccioso estritamente animal para humanos. Se o patégeno € capaz de se adaptar ao
hospedeiro humano e adquirir os meios para alcancar a transmissdo inter-humana, a transmissao
horizontal de humano para humano ocorre € mantém o ciclo viral. Em alguns casos, um
hospedeiro intermedidrio como um animal doméstico, pode ser a ligagcdo entre a circulagdo viral
silvestre e a circulacdo viral humana. Como exemplo, algumas infeccdes humanas originarias
de morcegos como Nipah, Hendra, SARS e Ebola podem envolver uma amplificacdo
intermedidria em hospedeiros como porcos, cavalos, civetas e primatas, respectivamente (Wong
etal., 2007). A adaptacdo do HIV a partir do SIV (virus da imunodeficiéncia simia) € o principal
exemplo de transmissao rara da vida silvestre para humanos seguida de adaptacdo ao hospedeiro
humano e manutencdo do ciclo viral. Um segundo padrdao envolve muitas transmissoes de
animais para humanos, possivelmente mediada por artrépodes e transmissdes horizontais raras
entre humanos. Um exemplo desse segundo padrao de transmissdo € o WNV, para o qual o
ciclo viral envolve aves silvestres, mosquitos e raramente cavalos € humanos, que sao os

hospedeiros acidentais (Trevejo et al, 2008). Quando patégenos sdo compartilhados entre

espécies de animais cujos territérios se sobrepdem geograficamente, consequentemente a
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possibilidade de transmissdo aumenta em funcao da quantidade de hospedeiros que ocupam o
mesmo espaco e também em funcao da diversidade de patégenos encontradas nos hospedeiros.
As consequéncias da transmissao para um novo hospedeiro podem variar. A infeccdo pode ser
transitoria (comumente referida pelo termo “spillover”), na qual o patégeno nio serd mais
detectado no hospedeiro na auséncia de repetidas reintroducdes entre espécies (Daszak et al.,
2000). Alternativamente, o patdgeno pode se manter independentemente nas duas espécies,
resultando no alcance de mais hospedeiros e potencialmente levando a emergéncia da doenga

na espécie mais recentemente infectada (Fenton & Pedersen, 2005).

O virus Nipah, encontrado na Maldsia e Bangladesh foi associado com morcegos
Pteropus spp. Jovens foram expostos a secre¢des de morcegos frugivoros quando faziam a
colheita ou processamento do 6leo de palmas em drvores infestadas por morcegos. Morcegos
sdo ainda os principais hospedeiros de lyssavirus. (Howard et al., 2012). Entre os morcegos, 0s
frugivoros apresentam maior risco de contato com humanos: Restos de frutas sdo descartados
da boca dos animais e assim fornece uma grande oportunidade para a dispersdao de virus
zoondticos. Os padrdes de transmissdo permitem identificar diferentes animais para o
monitoramento de agentes infecciosos novos ou re-emergentes antes da sua primeira detec¢do

na populacdo humana (Temman et al., 2014).

Durante muitos anos, a medicina humana e a veterindria evoluiram separadamente.
Apenas recentemente, pesquisadores perceberam que a interagao com o ecossistema pode afetar
a saude humana. Este conceito transdisciplinar que envolve a sadde humana, veterindria e
ambiental, ¢ conhecido como “one health” (uma saide) e tem como objetivo aumentar a
comunicacdo, colaboracio e cooperacao através de uma variedade de disciplinas. (One health
initiative). A vigilancia epidemioldgica de doencas infecciosas é a base para estratégias de
combate doencas emergentes a curto e longo prazo. Ainda que as técnicas sejam muito similares
para o diagndstico e controle de doengas infecciosas, ainda ha pouca integracao entre saide

animal e saide humana. (Howard, 2012).

Para prevenir a emergéncia de doencas infecciosas em humanos, programas de
vigilincia agora focam na deteccdo antecipada de agentes infecciosos novos ou re-emergentes
em insetos hematéfagos e outros animais antes da adaptacgao viral a hospedeiros humanos. Neste
contexto, a metagendmica viral € uma ferramenta ttil para os programas de vigilancia (Temman
at al., 2014). As técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS) possibilitam o
sequenciamento de todos os genomas virais em uma determinada amostra sem nenhum

conhecimento prévio sobre a sua natureza. Entre essas técnicas, a metagenOmica viral tem
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permitido a descoberta de espécies virais completamente novas. Com o custo sendo reduzido
ao longo dos anos, o uso de técnicas de NGS vém crescendo exponencialmente (Temman et al.,
2014). Estas técnicas sdo capazes de gerar um grande nimero de sequéncias, indo de milhares

a milhdes de leituras em uma Unica reagao.

Andlises de viroma t€m sido conduzidas para descrever a diversidade viral basal em
humanos saudaveis, como um conhecimento prévio antes de se estudar a diversidade viral em
condic¢des patologicas (Popgeorgiev, 2013). Da mesma forma, o uso da metagenOmica viral
como uma ferramenta para a vigilancia de doencas zoondticas requer um conhecimento prévio
da diversidade viral associada a animais em contato proximo a humanos. (Temman, 2014). O
viroma de animais silvestres e vetores artropodes potenciais tém sido registrados com o objetivo
de expandir a base de dados de sequéncias genéticas e facilitar a identificacio futura de doencgas

emergentes e a tomada mais rdpida de medidas de controle (Howard, 2012)

Humanos entram em contato com fezes ou urina de animais silvestres no ambiente que
compartilham, mais frequentemente do que com tecidos ou 6rgaos, com excecdo do consumo
de carne de caga. Como consequéncia, a maioria dos estudos de metagendmica em vida silvestre
tem envolvido fezes ou urina de animais (Temman et al., 2014). Muitas espécies de animais
nao sdo os alvos usuais para programas de vigilancia de zoonoses, mas exemplos recentes
ressaltam que também se deve focar em outras espécies que podem transmitir agentes
infecciosos, cruzando a barreira da espécie entre humanos e animais. Os estudos recentes
focando a procura do reservatorio do virus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-
CoV) mostraram o potencial de camelos na transmissdo desse virus para humanos e € um
exemplo de espécie ndo usual em estudos de metagenomica (Haagmans et al., 2014).
Semelhantemente, marsupiais brasileiros nao tém recebido a devida atencdo quanto ao
potencial zoonético que hospedam. As figuras 1 e 2 demonstram a caréncia de publicacdes
envolvendo virus em marsupiais e a diferenca na abundancia total de virus em comparagdo com
morcegos, primatas e roedores, o que pode ser um reflexo da falta de estudos envolvendo a

ordem Didelphimorphia.

Os marsupiais do género Didelphis possuem ampla distribui¢do no continente
americano, abrangendo do sudoeste do Canada ao sul da Argentina. As espécies Didelphis
albiventris, Didelphis marsupialis e Didelphis aurita, que ocorrem no Brasil, sdo espécies
comuns em toda sua drea de distribui¢cdo. Adaptam-se a uma ampla variedade de habitats, até
mesmo a grandes centros urbanos e florestas secunddrias alteradas pela agdo humana (Rossi et

al, 2006). Resistem bem a acdo antrépica no meio ambiente e atualmente a tendéncia é de
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considera-los como sinantrépicos. A divergéncia entre marsupiais e placentdrios data de,
aproximadamente, 100 milhdes de anos e os registros fésseis mais antigos do género Didelphis
datam de 4 milhdes de anos (Jansen, 2002). Sequéncias de genes de filovirus podem estar
presentes no genoma de pequenos mamiferos como marsupiais sul-americanos. Isto sugere que
filovirus podem ser descobertos no novo mundo ou que espécies sul-americanas eram
hospedeiras de filovirus ancestrais que deram origem aos virus Ebola e Marburg (Taylor et al.,

2010).

Jansen et al. (2012), detectaram a presenga de hantavirus em marsupiais € morcegos,
indicando que a sobreposi¢ao de habitat entre roedores e outras espécies se intensificou apds a
interferéncia humana, com a redugdo de espacgo e alimento disponivel. Casos de infeccao por
hantavirus em humanos, por exemplo, representam um sério problema especialmente em dreas

desmatadas e recém ocupadas.

Os marsupiais brasileiros Didelphis albiventris e Didelphis aurita, conhecido,
popularmente como gamba de orelha branca e gambd de orelha preta, sdo pouco estudados
quanto a seu microbiomas e capacidade de transmitir doengas zoondticas € assim como os
morcegos, também apresentam uma grande capacidade de adaptacdo a habitats alterados,
incluindo zonas urbanas. Consequentemente representam modelos vidveis para estudos que
visam relacionar a composi¢cdo da microbiota as caracteristicas do hospedeiros e do ambiente
em que vivem.

A Secretaria do Verde, Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentdvel da prefeitura de
Campinas (SVDS) possui um software em sua segunda fase de desenvolvimento denominado
Arquimedes II. Seu objetivo consiste em ser uma plataforma acessivel pela internet (com niveis
de restri¢do), que integre diferentes ferramentas que permitam a sobreposi¢do de camadas
contendo dados sobre a provdvel dispersio de virus, ocorréncia de vetores e espécies
hospedeiras, sobre mapas com dados sobre a cobertura e uso do solo e servigos ecossist€émicos
prestados por essas dreas, por exemplo. Novos dados poderdo ser inseridos e coletados por
pesquisadores, possibilitando a utilizacdo de mapas para diferentes finalidades. Este presente
projeto também tem como objetivo contribuir para a saide publica ao descrever a diversidade
bacteriana e viral de mamiferos comuns em fragmentos florstais, sendo possivel assim prever
o0 mesmo padrdo para outras dreas que possuam as mesmas espécies e caracteristicas ambientais

semelhantes, alertando quanto ao risco da emergéncia de zoonoses.
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a, b, Box plots das proporgdes de virus

zoondticos (a) e a diversidade viral total por espécie (b), agregada por ordens. Pontos representam
espécies de mamiferos selvagens (cinza, n = 721) e domésticos (Vermelho escuro, n=32) (Olival et al.,

2017).
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2. Objetivos

e Descrever o microbioma basal de swabs anais e orais de marsupiais didelfideos de vida

livre na regido de Campinas, pelas técnicas de sequenciamento de nova geragao e andlise

metagendmica.

e Investigar a presenca de bactérias e virus de importancia zoondtica e veterindria
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3. Artigo cientifico

Materiais e métodos, resultados e discussao apresentados em forma de artigo cientifico, nos

moldes da revista “Zoonoses and Public health”
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Abstract

The mammalian wildlife gut microbiome is shaped by numerous host traits and environmental
factors influencing host—pathogen relationships. The identification of reservoir species and
characterization of traits that are associated with pathogens are key to control emerging
infectious diseases. The significant biodiversity found in Brazil is a potential for the emergence
of zoonoses. Marsupials of the Didelphis genus are widely distributed in the American
Continent. The species Didelphis albiventris and Didelphis aurita occur in Brazil and are
common in all of their area of distribution. They adapt to a broad variety of habitats, including
great urban centers and secondary forests. This article describes a metagenomic study that
focused on samples from 16 opossums captured in three forest fragments in the State of Sdo
Paulo, Brazil, using high throughput sequencing. The baseline oral and gut bacterial and viral
diversity of healthy opossums is described and the occurrence of zoonotic pathogens that can
be targets for future epidemiological surveys is also discussed. Differences between oral and
gut microbiomes composition were observed: Microbiomes from the same body site were more
similar across species and sampling sites. Oral swabs presented higher bacterial diversity than
anal swabs. We also detected sequences related to zoonotic pathogens, including
Campylobacter, Salmonella, Burkholderia, Chlamydia and Hepacivirus. Some of these genera
were assigned only to one specie or only one location of sampling, suggesting that extrinsic
factors may contribute at some level to the occurrence of these pathogens in opossums but
intrinsic factors such as diet and behavior can also explain the patterns observed. Hepacivirus
C was detected in all of the samples, suggesting that opossums are potential hosts for this
zoonotic virus. The detection of zoonotic pathogens in such abundant mammal species warns
for the possibility of emergence in other species including humans, specially when their
territory overlap naturally or due to fragmentation. Further investigations must be carried to
address the relation of these patterns with extrinsic factors such as environmental

characteristics.
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1. Introduction

The mammalian wildlife gut microbiome is shaped by numerous host traits and
environmental factors influencing host—pathogen relationships (Anthony et al., 2015; Benson
etal., 2010). Recent studies have been using a multidisciplinary approach focusing on pathogen
diversity in relation to host and environmental traits to predict risks of zoonotic spillover. Multi-
pathogen surveillance approaches are integral to pathogen discovery programs that aim to
identify potential public health risks (Temmam, Davoust, Berenger, Raoult, & Desnues, 2014).
The identification of reservoir species is key to control emerging infectious diseases and
characterizing which traits are associated with pathogens and their reservoir hosts may help to
focus future research and disease mitigation efforts (Soc et al., 2012).

The significant biodiversity found in Brazil as well as an unprecedented invasion of
human populations in previously uninhabited regions is a potential for the emergence of new
zoonoses (De Araujo et al., 2012). The decline of biodiversity leads to the invasion and
propagation of opportunistic species, promoting the emergence of diseases due to the increase
of contact with local human populations (Patz et al., 2004). Disturbance can alter host
population density, which in turn may affect intraspecific and interspecific contact rates
(Dearing & Dizney, 2010; Suzén et al., 2009; Voutilainen et al., 2012)

Some species are not the usual targets of zoonotic surveillance programs, but examples
such as studies searching for the reservoir of Middle-East Respiratory Syndrome-Coronavirus
(MERS-CoV) revealed the potential role of camels in the transmission of this virus (Haagmans
et al., 2014), highlighting the importance of focusing future viral metagenomic studies on other
animal species interacting with humans. Similarly, Brazilian marsupials have not been
receiving adequate attention regarding the zoonotic potential they host. Didelphid marsupials
are widely distributed in the American Continent. The species Didelphis albiventris and

Didelphis aurita are common in all of their area of distribution and adapt to a broad variety of
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habitats, including great urban centers and secondary forests modified by human action
(Almeida, Torquetti, & Talamoni, 2008; Nilton C. Caceres & Monteiro-Filho, 2003; Dos Reis,
N. R.; Peracchi, A.L;; Pedro, W. A.; Lima, 2006). The chance of pathogens switching into other
related species becomes a greater possibility as host territories expand and overlap (Howard &
Fletcher, 2012).

Marsupials virome composition has been poorly studied thus far but data from opossums
have been retrieved for hantaviruses, anelloviruses, orthopoxviruses, flaviviruses,
picornaviruses and parvoviruses (Bjorklund et al., 2017; Carneiro et al., 2018; De Araujo et
al., 2012; de Souza et al., 2018; Gomez et al., 2008; Peres et al., 2018). In relation to bacteria,
an association between wildlife and transmission of bacterial pathogens and/or antimicrobial
resistance to the food chain was supported by several studies as reviewed previously (Bondo et
al., 2019; Greig et al., 2015). Research involving opossum were mainly related to the prevalence
of E. coli, Salmonella and risk factors for transmission of M. bovis.

Here we describe a metagenomic study that focused on samples from 16 opossums
captured in three forest fragments in the State of Sao Paulo, Brazil, representing two species:
White-eared opossum and black-eared opossum. The baseline oral and rectal bacterial and viral
diversity of healthy opossums is described in this article. We expected oral and gut microbiome
composition to be different and each species hosting a distinct pattern of bacterial and viral
diversity. We also discuss the occurrence of zoonotic pathogens that can be targets for future

epidemiological surveys.

2. Materials and methods
2.1.Sample collection :
This research was conducted with the approval of the System of Authorization and

Information on Biodiversity (SISBio/ ICMBio) (permit number 45807-2). Oral and anal swab
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samples were collected from nine D. albiventris and seven D. aurita opossums in three different
forest fragments in the region of Campinas, Sdo Paulo state, Brazil, over the period of may,
2017 to June, 2018 (fig. 1). Tomahawk traps were baited with banana, peanut cream and guava
in the afternoon and controlled for captures during the following morning. Opossums were
weighted for proper sedation using a combination of 10 mg/kg of ketamine and 0.2 mg/kg of
xylazine and released after recovering from sedation. All swabs were collected in duplicate and
immediately put in RN Alater (ThermoFisher Scientific) or in an empty tube. Samples were kept

at approximately 4 degrees during transport and stored at -80 degrees until processing.

2.2.Sample preparation and nucleic acid extraction:

Samples stored in RN Alater were homogenized by vortex and cleared by centrifugation
for 5 minutes at 10,000x g. Cleared supernatants were pooled according to sampling site, specie
and type of sample. 140 pl of each pool was used for RNA and DNA extraction using QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol, with the exception that
25 pg linear polyacrylamide (Sigma) was used as carrier instead of the RNA carrier supplied

with the kit and nucleic acids were eluted in 40 ul AVE buffer instead of 60 pl.

2.3.Double stranded cDNA and library preparation for Illumina sequencing:
First-strand cDNA synthesis was performed with the SuperScript IV First-Strand
Synthesis System (ThermoFisher) using 11 pl of RNA and 1 pl of random hexamer primers at
50 uM. An initial denaturation was carried out at 72°C for 3 min and placed on ice for at least
1 min. After adding the cDNA synthesis mix, the mixture was incubated at 23°C for 10 min,
50°C for 15 min, 55°C for 15 min and 5 min at 85°C. After 2 min incubation on ice, 1 pl

RNaseH was added and reactions were incubated at 37°C for 20 min.



23

The second strand cDNA was synthesized with DNA polymerase I, Large (Klenow)
Fragment (Promega) by adding to the same tube of the retrotranscription reaction 1 pl of 10
mM dNTPs, 2 ul of 10X enzyme buffer, 1.5 pl of RNase/DNase-free H20 and 0.5 pl of enzyme.
The incubation conditions were a denaturation step at 94°C for 2 minutes, followed by
incubation on ice for 5 minutes, before the enzyme addition and then 60 min at 37°C followed
by 10 min at 75°C. The cDNA was purified with Agencourt AMPure XP beads (Beckman
Coulter) using the ratio of 1.8X beads:DNA and eluted in 20 pl buffer EB (Qiagen). The
concentration of double stranded-cDNA was measured with QUBIT dsDNA HS Kit (Thermo
Fisher Scientific). Since concentrations were lower than 0.2 ng/ul, 5 pl of each ds-cDNA were
used for further library preparation.

Libraries were generated with Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina) according
to the manufacturer’s instructions. After clean up with AMPure XP beads (Beckman Coulter),
the average fragment size was estimated using a High Sensitivity DNA Chip in an Agilent 2100
Bioanalyzer Instrument (Agilent) and libraries were quantified with the KAPA Library
Quantification kit (Kapa Biosystems). Libraries were subsequently combined at equimolar
concentrations, denatured with 0.1 M NaOH, spiked with 1% PhiX control, and loaded on a
MiSeq flow cell with a 600 cycles reagent kit v3 (Illumina) in 300 bp paired-end sequencing

run.

2.4.Bioinformatics:

Raw Illumina FastQ reads were processed using scripts in Linux operating system. First,
reads were trimmed for size (75 bp minimum), quality (q20 minimum) and adapters using Trim
Galore (Babraham Bioinformatics, n.d.). Host sequences were depleted by mapping to an
available full genome of the gray short-tailed opossum, a related marsupial, using Bowtie 2

(Langmead & Salzberg, 2012) (Monodelphis domestica RefSeq assembly accession no.
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GCF_000002295.2). The remaining reads were classified using Kaiju in greedy mode (Menzel,
Ng, & Krogh, 2016). The output tables were analyzed in Explicet (Robertson et al., 2013), to

generate graphs and diversity analysis.

3. Results:
3.1.Bacterial diversity:
Bacterial populations were clearly different when comparing the two body regions (fig.
2). Helicobacteraceae dominated in anal swabs, particularly in D. albiventris. In D. aurita anal
swabs, Flavobacteriaceae and Moraxellaceae were more prevalent, at the expense of
Helicobacteraceae. Among oral swab pools, threre is a high contribution of Pasteurellaceae
when in comparison with anal swabs. Also, the oral pool of D. albiventris (MTO) showed the
highest prevalence of Lachnospiraceae family among all samples. It is also clear that the
Campylobacteraceae family is more prevalent in anal swabs, with a very low percentage in oral
swabs. Bacteroidaceae showed higher abundance in D. albiventris oral swab. The most notable
difference between oral and anal samples was the high prevalence of Pasteurellaceae in oral
swabs, besides the dominance of Helicobacteraceae in anal swabs. From the comparison
between oral swab pools, it can be seen that Lachnospiraceae and Bacteroidaceae contributed
more to the number of sequences in D. albiventris, while Moraxellaceae and Pasteurellaceae

contributed more to D. aurita.

Beta-diversity was calculated and expressed in terms of a heatmap in figure 4. Samples
from the same body region and from the same specie showed a higher similarity, followed by
samples from the same sampling site. In other words, the sample MTL for example, which is
an anal swab pool of D. albiventris, was more similar to SGL, another anal swab pool of D.
albiventris but from a different sampling site. Anal swabs were more similar to anal swabs

from the same species, followed by anal swabs from the other species. The only exception was
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the sample from a unique D. aurita individual (SG8L), that had an oral swab as the second

highest similarity, instead of the same sample type from D. albiventris.

3.2.Viral diversity:

Viruses infecting exclusively bacteria have been excluded of further analyses.
Retroviridae was clearly the most abundant family in all groups, with lower percentage in pools
of anal swabs of both species (SG8L was sampled from one single individual). Notably,
Flaviviridae was less prevalent in oral swabs of both species. It is possible to note the exclusive
presence of Papillomaviridae in MTL, a D. albiventris anal swab. It was not possible to see any
pattern of distribution of Parvoviridae across the samples, being noticed for D. albiventris in
only one sampling site (MTL) and for D. aurita only in the oral swab pool (RCO). Despite
presenting a close abundance level of Retroviridae (73,2% for D. albiventris and 74.5% for D.
aurita), it is notable the absence of Poxviridae in the D. albiventris oral swab when comparing
to the D. aurita oral swab. Among other less prevalent families, Alloherpesviridae and

Smacoviridae were observed only in one D. albiventris anal swab pool (SGL).

Overall, the beta-diversity analysis showed that the virome compositions of oral swabs
were more similar. In contrast, anal swabs did not presented clear patterns in similarities. One
of the D. albiventris pool (MTL) was more similar to a D. aurita anal swab pool (RCL), while
the D. aurita anal swab from a single individual (SG8L) showed higher similarity to the oral
swab pool from the same specie (RCO). One of the viromes (SGL) was clearly the most
dissimilar among all the samples. Differently, the most dissimilar sample in the bacterial
diversity analysis also belonged to a D. albiventris anal swab, but from a different sampling site
(MTL). The lowest virome similarity value was 0.863, nevertheless, more than 3 times higher

than the lowest bacterial similarity value, 0.254.
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3.3.Detection of operational taxonomic units (OTUs) related to zoonotic and

veterinary pathogens

Sequences related to pathogenic species to humans and domestic animals were detected
(tablel). Only bacterial species representing at least 0,1% of total number of reads in the sample
were considered, with the exception of Salmonella. For viral species, a minimum of 5 reads

was set as a cutoff.

3.4.Alpha diversity
Oral bacterial microbiomes were more diverse than anal (fig. 3). Anal swab pools belonging to
D. albiventris were less diverse than D. aurita. The same can be observed for oral swab pools.
An opposite relation was found for the viral alpha diversity, with anal swabs being more diverse

than oral swabs and D. albiventris viral composition more diverse than D. aurita.

4. Discussion:

This study aimed to investigate the fecal and oral microbiome, as viruses and bacteria
excreted in fecal material, replicating in rectal or intestinal tissues and food leftovers containing
saliva have greater opportunities of coming into contact with other hosts. The metagenomic
approach used here provided an initial assessment of the microbiome composition of
gastrointestinal and oral samples from didelphid marsupials, detecting sequences from several
viral and bacterial families including species with zoonotic potential.

In a previous study, Salmonella enterica, Campylobacter spp., Clostridium difficile, and
anti-microbial resistant Escherichia coli, were detected in the faeces of Virginia opossums, a
specie that belongs to the genus Didelphis (Bondo et al., 2019). In the present study these genera
of bacteria were also detected, but Salmonella enterica and Escherichia coli remained below

the 0,1% of classified reads after the metagenomic analysis. Opossums are omnivorous and also
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feed on carcass. Two studies found a high rate of carcass removal by Didelphis virginiana in
North American fragmented habitats (DeVault, Olson, Beasley, & Rhodes, 2011; Olson,
Beasley, & Rhodes Jr., 2016). Thus, food might be a possible source of Clostridium botulinum
in these animals. However, this bacteria specie was found only in D. aurita samples. Indeed,
the occurrence of vertebrates in scats of Didelphis aurita in a small forest fragment from Brazil
was found to be 59% (Nilton C. Caceres & Monteiro-Filho, 2003).

Among the pathogens detected, Burkholderia mallei was present in both pools of oral
swabs. This bacteria is the causative agent of glanders, a disease that primarily affects horses,
but can also affect mules, donkeys, goats, dogs, and cats. Human glanders is usually a
consequence of contact with infected animals (Barrett, Stanberry, Sarkar-Tyson, & Titball,

2009; Ryan, 2016).

Chlamydia psittaci can be carried and transmitted to humans by birds, resulting in
respiratory symptoms (Goldstein & Abrahamian, 2017) and is also known to cause ocular
infections in koalas and sheeps (Alfano et al., 2015; Underwood et al., 2015). It was detected
in all the samples of the present study, with higher prevalence in anal swabs. To the best of our
knowledge, this zoonotic bacteria have not been described in opossums yet and despite being
transmitted by birds, these marsupials could carry and transmit to humans and other animals

when sharing ecological niches.

The Campylobacter genus can be found in diverse animal species such as pigs, cervids,
rodents and several species of birds (Greig et al., 2015), but also in wild animals like skunk and
opossum (Bondo et al., 2019). Campylobacter jejuni is the Campylobacter species that most
commonly causes gastroenteritis in humans (Jaime et al., 2002). The anal swab pool of D. aurita
(RCL), was the only sample in which Campylobacter jejuni was detected. In contrast, this
bacterial specie was not detected in Didelphis virginiana faecal swabs in studies developed in

Canada and California (Bondo et al., 2019). Suggestions can be made that an exchange of
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bacteria between domestic animals and opossums may have occurred in this sampling site
(RCL), which is surrounded by small ranches where domestic animals are bred. Moreover, feral
dogs and cats, that also occur in all of the sites sampled for the present study, may also be
intermediate hosts and a link between human-inhabited areas and forest fragments, carring
pathogens between environments.

In extremely fragmented habitats, the presence of domestic animal hosts may allow for
persistence of pathogens populations (Loh, Murray, Nava, & Daszak, 2016). In two forest
fragments sampled for the present study, Mata Santa Genebra (SGL) and Mata Ribeirdao
Cachoeira (RCL), feral dogs are commonly seen. Mata Santa Genebra in special, borders an
urban area and white-eared opossums frequently circulate between houses and the forest border.
This behavior could at least partially explain the microbiome found for the SGL pool. D. aurita
reveals a great potential to colonize urban environments where there are forest fragments
(Nilton Carlos Caceres, 2000).

Other bacterial species known to cause diseases in domestic animals were detected in
the present study, such as Avibacterium paragallinarum, Mannheimia haemolytica, Moraxella
caprae and also Haemophilus haemolyticus, a human commensal bacterium that colonizes the
respiratory tract, but it is highly similar to H. influenzae and has been shown to cause invasive
disease (Anderson et al., 2012). This specie was detected in both oral swab pools.

Most of the viral hits were from bacteriophages, in agreement with previous studies.
Despite a low percentage of viral reads, sequences from virus families capable of infecting
vertebrates were detected, including the Flaviviridae, Herpesviridae, Poxviridae and
Retroviridae. Retroviridade family represented 68.19% of viral reads. These retroviruses or at
least a portion of retroviruses detected, could be proviruses that have become established in the
germ line of the genus Didelphis in the past, considering that the emergence of this genus took

place more than 4 million years ago (Dias & Perini, 2018). Most of endogenous retroviruses
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are defective but some of them, however, can upon activation, give rise to progeny virus that
can infect other cells (STRAUSS, STRAUSS, STRAUSS, & STRAUSS, 2008). Retroviral
sequences were also detected in other studies involving bats, small carnivores and rodents
(Baker et al., 2013; Bodewes et al., 2014; Dacheux et al., 2014; Wu et al., 2018).

A recent study identified hepacivirus in black-footed pygmy rice rats (Oligoryzomys
nigripes) captured in the northeastern region of Sdo Paulo State, Brazil. (de Souza et al., 2019).
This rodent specie is also found in the region of the three forest fragments sampled for the
present study and one individual was captured in Matao de Cosmépolis, the fragment sampled
for the MTL pool. The habitat overlapping increases the possibility of transmission of
pathogens to different species, as shown by the detection of hantavirus in bats, rodents and
opossums captured in the same site (De Araujo et al., 2012). The metagenomic detection of
hepacivirus C in the present study can be strengthened by the habitat overlapping by
Oligoryzomys nigripes and Didelphis spp. Our results support data that show opossums as
carriers of members of Flaviviridae family and suggest D. albiventris and D. aurita as hosts for
hepacivirus C. To confirm the presence of hepacivirus sequences as well as other mammalian-
infecting viruses, additional opossum sampling is necessary and viral families must be selected
for further investigation by specific PCR.

Overall, the microbiome variation seemed to be shaped mainly by host factors. Samples
from the same species, followed by the same body region, revealed a closer similarity.
However, the predominance of certain bacteria and viruses in only one sampling site may be
the result of extrinsic factors such as environmental characteristics, intra or interspecific contact
rates. Recent studies have found that host phylogeny and diet explain microbiome diversity
among vertebrate clades (Wasimuddin et al., 2017; Youngblut et al., 2018) and microbiomes
fluctuate seasonally in response to diet (Hicks et al., 2018). Our work could be extended to

more sampling efforts across months and seasons in more geographical locations, thus assessing
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the correlation between microbiome diversity and environmental factors.

Bank vole skin and gut microbiomes were shown to have distinct responses to similar
environmental cues and thus are structured at different spatial scales (Lavrinienko, Tukalenko,
Mappes, & Watts, 2018). Similarly, opossum oral and gut microbiomes presented distinct alpha
and beta diversity. Oral samples presented highest bacterial diversity according to alpha
diversity measures. This data is in accordance with the human oral cavity which was found to
have the highest OTU richness and phylogenetic diversity within the gastrointestinal tract
(Stearns et al., 2011). Oral microbiome also contains bacteria from the respiratory tract, thus,
possibly explaining here the higher diversity and the presence of bacteria known to cause

respiratory disease in domestic animals.

Overall, microbiomes similarity grouped by species, but microbiomes from the same
body region were more similar across species and sampling site than microbiomes from
different body regions of the same species and sampling site, which is consistent with other
microbiome studies (Alfano et al., 2015; Sonnenburg & Fischbach, 2011). This pattern was also
true for the viral beta diversity. However, the slight difference of values between viral beta
diversity indexes could be the result of not using any viral enrichment procedure, which in turn
results in a low number of viral reads and most likely resulting in a closer similarity between

samples.

While presenting important results regarding the potential occurrence of pathogens in
these hosts, we acknowledge the limitations of the metagenomic approach executed here. Short
sequence length and low number of viral reads limits the accurate taxonomic determination of
strains, even though Kaiju is a sensitive metagenomic classifier, comparing the six-frame
translations of reads against protein databases (Breitwieser, Lu, & Salzberg, 2017). Thus,
further confirmation of pathogens by conventional PCR assays must be performed to support

the metagenomic data obtained here. Moreover, since the genome of another species was
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utilized for host genome removal, we must take into account that part of D. aurita and D.
albiventris genomes may have remained and influenced on the downstream analyses.

All the samples used for this study were stored in RNA later at the moment of collection.
RNA Later contains high amounts of salts, thus leading to an enrichment/depletion pattern for
some species (Franzosa et al., 2014). However, other data indicates that transcriptomes of
samples conserved in RNA Later were unchanged for up to 6 days even at room temperature
(Reck et al., 2015). This conservation media is useful specially for studies in tropical
environments of difficult access where immediate ultra-low temperature storage is unavailable
and the same storage conditions are required for all the samples in order to minimize changes

to microbial composition and consequently bias the microbiome composition.

All of the animals captured for this study were apparently healthy, meaning that these
Didelphidae opossums could be potential non symptomatic hosts for bacteria and viruses
belonging to the families that we detected here. Asymptomatic hosts present a challenge since
sick animals are easier to be set as targets for epidemiological surveys. Bats were reported as
being asymptomatic more often than other host groups (Levinson et al., 2013). As stated
previously (Olival, Weekley, & Daszak, 2015), more systematic approaches to assessing health
status in wildlife are needed and this also applies to other resilient species such as Didelphis

opossums.

5. Conclusions:

In conclusion, we have demonstrated the potential of didelphid opossums from
Brazilian forest fragments as hosts for zoonotic pathogens. We found a higher bacterial
diversity in oral microbiome than gut microbiome and the opposite was found for the viral
diversity. Further investigations could address the relation of these patterns with extrinsic

factors such as environmental characteristics. The detection of zoonotic pathogens in such an
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abundant species warns for the possibility of emergence in other species including humans
specially when their habitats overlap naturally or due to the fragmentation. This may increase
the potential of opossums to directly contaminate the feed and environment of domestic animals
in these regions. Metagenomic high throughput sequencing is still unsuited for routine pathogen
surveillance practices in developing countries. However, it is an invaluable tool for pathogen
discovery programs in wildlife populations and assessing the risk of emergence of zoonotic
pathogens, revealing patterns of occurrence and assembly of viral and bacterial communities.
Further molecular characterization of the viral families identified here are required to confirm
the presence of strains and assess the risk for public health. Despite still requiring confirmation,
we detected OTUs assigned to pathogenic bacteria and virus known to cause diseases in humans
and other vertebrate species and provided a baseline microbiome of healthy opossums, enabling

an easier identification of candidate pathogens in association with diseases.
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Figure 1. Samling sites map. Map indicating te forest framets where opssums were
captured for sample collection. Maps were extracted from Google Earth pro (Google Earth Pro,
2019)
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MTL MTO RCL RCO SGSL SGL
Bacterial species n of reads % n of reads % n of reads % n of reads % n of reads % n of reads %
Salmonella enterica 462 0,04 425 0,20 25 0,01 96 0,15 32 0,01 2248 0,25
Chlamydia psittaci 10801 0,9 2584 1,2 15661 4.6 1502 2,4 14617 51 30776 3,4
Avibacterium paragallinarum 9450 0,8 13257 6,3 3108 4,9
Moraxella caprae 13204 6,3 3467 5,5
Mannheimia haemolytica 6941 3,3 2874 4,5
Burkhelderia mallei 2309 1,1 952 1,5
Clostridium botulinum 3959 1,2 2340 0,8
Campylobacter jejuni 3333 1,0
MTL MTO RCL RCO S5G3L SGL
Viral species n of reads % n of reads % n of reads % n of reads % n of reads % n of reads %
Hepacivirus C 65 11,9 12 1.4 74 3,7 8 1,7 80 6,7 33 2,4
Reticuloendotheliosis virus 27 49 72 8,2 31 3,6 24 5.1 81 6,8 8 0,6
Feline leukemia virus 14 2,6 21 2,4 16 1,9 11 2,4 44 3,7 5 0,4
Saimiriine betaherpesvirus 4 14 2,6 17 2,0 39 33 23 1,7
Ovine enzootic nasal tumeor virus 3 0,5 10 1,1 3 0,4 1 0,2 9 0,8 7 0,5

Table 1. Detected pathogens. Correspondent number of reads and abundance in each sample
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4. Conclusoes

Este estudo descreve a composicao do microbioma total de duas espécies de mamiferos
comuns em zonas urbanas e fragmentos da Regido Sudeste do Brasil. A cobertura de
sequenciamento para espécies virais raramente € alta, com excecdo de casos em que um
determinado virus esteja presente em grandes quantidades devido a doenca ou devido a
utilizacdo de técnicas de enriquecimento viral. No entanto, levando-se em conta as
caracteristicas de algumas espécies de patdégenos zoondticos, mesmo uma classificacio
metagendmica a um nivel hierdrquico anterior a espécie pode ser suficiente para alertar quanto
a possibilidade da presenca desses patdgenos e direcionar o foco para testes moleculares

espécificos.

Os resultados do estudo apresentado nesta tese ressaltam a importancia de uma
abordagem transdisciplinar para a decisao de medidas preventivas, pressuposto do conceito de
saude tnica. Estudos que unam disciplinas como por exemplo ecologia de animais silvestres,
microbiologia, biologia molecular, medicina veterindria e ecologia de fragmentos, possibilitam
uma base tedrica sélida para a prevencido de doencas emergentes. A descricdo da fauna de
fragmentos florestais pode ter um impacto significante pois permite a compreensdo da
densidade populacional de espécies generalistas como os gambds e outras espécies interagindo.
E necessario ressaltar também a importancia da coleta de mais amostras em fragmentos com

caracteristicas diferentes, possibilitando andlises estatisticas confidveis.

A conservagdo da biodiversidade desses fragmentos € muito importante para manter o
equilibrio, evitando que espécies mais resilientes dominem nichos ecoldgicos e aumentem a
probabilidade de transmissao de doengas. Para isso, medidas como a manutenc¢ao da diversidade
vegetal e a restauracao florestal através de corredores ecoldgicos sdo essenciais para mitigar os

efeitos da fragmentacao.

O presente estudo utilizou gambds como um modelo para demonstrar o potencial de
espécies resilientes como hospedeiros de patdgenos zoondticos, utilizando a deteccdo
simultinea através do sequenciamento de nova geracdo. O estabelecimento destas técnicas em
larga escala para vigilancia epidemioldgica ainda € limitado no Brasil, principalmente devido
ao alto custo de reagentes, acesso a plataformas de sequenciamento e profissionais capacitados
para a andlise de dados. Além de morcegos, cujo potencial zoonético ja vem sendo descrito em

diversos artigos cientificos, estudos futuros desse tipo devem ser voltados também a outras
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espécies que vivem em fragmentos florestais urbanos e periurbanos do Brasil, como alguns

primatas, roedores e carnivoros.
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6. Apéndices

6.1.Tabela de espécies de bactérias representando pelo menos 0,1% das
sequéncias classificadas

MTL | MTO | RCL | RCO | SG8L | SGL |Total
[Clostridium] bolteae 10825 | 2507 5626 18958
[Clostridium] hiranonis 2026 2026
[Clostridium] leptum 672 672
[Clostridium] scindens 1846 1846
[Ruminococcus] gnavus 12037 | 3421 4922 20380
[Ruminococcus] torques 45294 | 6350 | 5050 | 530 | 4984 | 27060 | 89268
Abiotrophia defectiva 642 642
Absiella dolichum 547 | 2212 2759
Acidihalobacter prosperus 7420 | 3237 |11414|1550|10325| 50694 | 84640
Acinetobacter sp. P8-3-8 40966 |16975|51029|6172|62657 | 121909 | 299708
Actinobacillus capsulatus 506 506
Adhaeribacter aquaticus 22137 9355 31492
Alcanivorax hongdengensis 745 745
Algicola sagamiensis 2385 844 3229
Alkaliflexus imshenetskii 10047 6355 1790 18192
Alkaliphilus transvaalensis 1784 1784
Anaerococcus tetradius 1643 1643
Anaerophaga thermohalophila 2543 2543
Anaerostipes caccae 8501 | 2575 5306 16382
Aquimarina agarivorans 18965 | 8950 | 28925 |3849|33174 | 44916 | 138779

Arsenophonus endosymbiont of

Nilaparvata lugens 7831 1917 9748
Aurantimonas manganoxydans 5877 5877
Avibacterium paragallinarum 9450 |13257 3108 25815
Bacillus bogoriensis 12397 2250 14647
Bacillus simplex 1444 1444
Bacteroides caccae 20226 | 3564 | 2522 1725 | 11483 | 39520
Bacteroides massiliensis 2153 2153
Bacteroides paurosaccharolyticus 1760 1760
Bacteroides propionicifaciens 7688 7688
Bacteroides pyogenes 2525 2296 4821
Bacteroides uniformis 21676 | 4810 2097 | 17544 | 46127
Barnesiella intestinihominis 7484 5433 12917
Bavariicoccus seileri 840 840
Blautia obeum 23237 | 5095 | 4419 | 827 | 1988 | 13316 | 48882
Brachyspira alvinipulli 41045 8602 6171 | 59678 | 115496
Brachyspira pilosicoli 8516 2552 13000 | 24068
Burkholderia mallei 2309 952 3261
Butyricimonas synergistica 3645 3645
Caldalkalibacillus thermarum 1686 | 4732 6418




52

Campylobacter corcagiensis 9597 9597
Campylobacter cuniculorum 78770 15843 2996 | 25197 | 122806
Campylobacter fetus 2369 2369
Campylobacter jejuni 3333 3333
Candidatus Magnetobacterium casensis 2458 2458
Candidatus Paracaedibacter symbiosus | 42532 | 1959 539 19507 | 64537
Candidatus Schmidhempelia bombi 2500 2500
Capnocytophaga cynodegmi 8233 | 7811 1066 | 1912 | 10473 | 29495
Carnobacterium maltaromaticum 649 649
Chlamydia muridarum 7565 8104 15669
Chlamydia psittaci 10801 | 2584 | 15661 |1502 |14617| 30776 | 75941
Citrobacter youngae 1037 1037
Clostridiales bacterium VE202-09 2322 2322
Clostridium botulinum 3959 2340 6299
Clostridium sp. 12(A) 1807 1807
Corynebacterium efficiens 2810 5500 8310
Corynebacterium pseudogenitalium 2551 569 | 3852 6972
Dethiobacter alkaliphilus 7510 9197 16707
Diplorickettsia massiliensis 5623 1277 6900
Dorea longicatena 1999 1999
Dyadobacter tibetensis 4877 4877
Enterococcus mundtii 801 801
Eremococcus coleocola 1449 1449
Eubacterium ventriosum 11788 | 3340 5635 20763
Eudoraea adriatica 3623 3623
Facklamia sourekii 773 773
Faecalibacterium prausnitzii 5449 4922 10371
Flavobacterium chungangense 33156 16608 | 49764
Fluoribacter dumoffii 1742 1742
Fusobacterium gonidiaformans 10218 4016 14234
Fusobacterium nucleatum 68588 | 1737 |16386| 806 |30654 | 5592 |123763
Fusobacterium russii 2817 2817
Gemella cuniculi 796 796
Haemophilus haemolyticus 4359 1223 5582
Helicobacter canadensis 9571 9571
Helicobacter cinaedi 8663 8663
Helicobacter felis 45130 2716 19962 | 67808
Helicobacter pullorum 215345 14714 5452 | 77986 | 313497
Helicobacter pylori 142829 7391 2227 | 47191 | 199638
Helicobacter rodentium 8827 4440 9641 22908
Heliobacterium modesticaldum 21732 | 2690 | 3091 | 2587 | 3687 | 16824 | 50611
Hydrogenovibrio kuenenii 4121 1118 5239
Intestinibacter bartlettii 2300 2300
Kineothrix alysoides 1786 1786
Lachnospiraceae bacterium 1_4 56FAA 2254 2254
Lactobacillus crispatus 9672 1230| 1918 | 10542 | 23362
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Lactobacillus rhamnosus 1665 1665
Lactobacillus rossiae 6289 5197 | 21670 | 33156
Lactococcus garvieae 21544 | 21544

Lawsonia intracellularis 7742 8617 16359
Leptotrichia hofstadii 9207 2737 11944

Leptotrichia shahii 6673 6673

Listeria grayi 10800 1446 12906 | 25152
Mannheimia haemolytica 6941 2874 9815
Marinilabilia salmonicolor 2614 2614
Marinococcus halotolerans 893 893
Moraxella caprae 13204 3467 16671
Neisseria polysaccharea 653 653
Nitrincola lacisaponensis 14928 545 | 2534 18007
Nocardioidaceae bacterium Broad-1 7353 7353
Oligella ureolytica 1791 1791
Parabacteroides merdae 17583 | 2063 | 10667 | 679 | 7039 | 10275 | 48306
Pararhodospirillum photometricum 1948 | 2347 | 693 7654 12642
Parasutterella excrementihominis 2687 2687
Parvimonas micra 6540 5590 12130
Peptoniphilus sp. ChDC B134 8152 2707 3059 13918
Photobacterium phosphoreum 19468 | 2118 747 10563 | 32896
Porphyromonas asaccharolytica 2657 2657
Porphyromonas levii 9839 6380 16219

Porphyromonas somerae 4783 2847 7630

Porphyromonas uenonis 2529 2529
Prevotella pleuritidis 3349 3349
Prevotella sp. 10(H) 7516 5930 | 660 | 3021 17127

Prevotella sp. oral taxon 473 5494 5494
Prevotella timonensis 8468 4616 13084
Prochlorococcus sp. scB241 52802 4424 4424
Proteiniphilum acetatigenes 7580 4263 3069 | 6629 21541
Providencia stuartii 3854 1068 4428 9350
Pseudescherichia vulneris 1934 1934
Pseudoflavonifractor capillosus 13153 | 2352 | 2416 3839 | 10361 | 32121
Psychrilyobacter atlanticus 3157 3157
Ruminiclostridium josui 1804 1804
Salinimicrobium terrae 3326 3326
Schaalia odontolytica 1734 1734
Sediminispirochaeta bajacaliforniensis 7493 12356 | 19849
Segetibacter koreensis 9597 9453 19050
Selenomonas sp. oral taxon 149 1636 1636
Sphingobacteriaceae bacterium DW12 3557 | 589 4146

Streptococcus anginosus 1229 | 2153 3382
Streptomyces lydicus 2625 2625

Streptomyces sp. C 1772 1772
Streptomyces sp. NRRL F-2890 2342 2342
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Streptomyces sp. NRRL F-5123 731 731
Streptomyces sp. NRRL F-6677 2070 1703 3773
Streptomyces viridosporus 1789 1789
Streptomyces xylophagus 562 562
Sulfurospirillum arcachonense 13322 4801 18123
Sulfurospirillum multivorans 49591 3975 14773 | 68339
Thermicanus aegyptius 2786 1248 4034
Treponema primitia 2369 2369
Treponema socranskii 3175 7382 10557
Varibaculum cambriense 1845 1845
Vibrio alginolyticus 3211 930 4141
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MTL MTO RCL RCO SG8L SGL Total
Erwinia virus Asesino; 1 617 618
Ralstonia virus RSA1; 49 231 159 5 444
Baboon endogenous virus; 23 81 30 34 83 45 296
Hepacivirus C; 65 12 74 8 80 33 272
Reticuloendotheliosis virus; 27 72 31 24 81 8 243
Atlantic salmon swim bladder 21 62 33 26 59 22 223
sarcoma virus;
Gibbon ape leukemia virus; 28 39 26 26 69 18 206
Murine leukemia virus; 15 32 11 10 40 6 114
Feline leukemia virus; 14 21 16 11 44 5 111
Mouse mammary tumor virus; 14 24 22 8 27 8 103
Choristoneura fumiferana 19 35 14 3 9 16 96
granulovirus;
Saimiriine betaherpesvirus 4; 14 17 39 23 93
Haliotid herpesvirus 1; 9 21 15 9 30 8 92
Orpheovirus IHUMI-LCC2; 12 6 25 1 22 11 77
Koala retrovirus; 3 19 10 9 28 7 76
Lymphocystis disease virus - 5 8 21 6 18 15 73
isolate China;
Flamingopox virus FGPVKDO09; 4 2 7 3 44 60
Glypta fumiferanae ichnovirus; 4 5 13 5 26 5 58
Hyposoter fugitivus ichnovirus; 7 11 6 2 28 54
RD114 retrovirus; 6 13 10 6 17 2 54
Erwinia virus EaH2; 46 46
Bovine retrovirus CH15; 2 5 7 10 15 3 42
Simian retrovirus 8; 2 5 12 6 16 1 42
Chrysochromulina ericina virus; 2 6 4 2 9 16 39
Chipapillomavirus 2; 34 1 1 36
Ovine enzootic nasal tumor virus; 3 10 3 1 9 7 33
Cotesia congregata bracovirus; 2 17 2 7 4 32
Halyomorpha halys virus; 30 30
Paramecium bursaria Chlorella 7 4 8 2 7 2 30
virus 1;
Squirrel monkey retrovirus; 11 4 2 10 3 30
Squirrel monkey simian foamy 1 6 4 14 4 1 30
virus;
Acanthamoeba polyphaga 6 3 6 6 8 29
mimivirus;
Arthrobacter virus Mudcat; 5 4 17 2 28
Pandoravirus inopinatum; 6 3 1 10 5 2 27
Mason-Pfizer monkey virus; 2 5 6 4 7 2 26
Molluscum contagiosum virus; 3 2 7 1 7 5 25
Dishui lake phycodnavirus 1; 6 4 5 9 24
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Aureococcus anophagefferens 2 1 3 1 2 14 23
virus;

Cyprinid herpesvirus 3; 13 1 2 7 23
Simian retrovirus 4; 1 7 7 6 1 22
Pandoravirus salinus; 5 2 5 1 4 4 21
BeAn 58058 virus; 4 4 3 3 2 3 19
Bathycoccus sp. RCC1105 virus 1 3 2 11 17
BpV;

Escherichia virus SUSP2; 17 17
Jaagsiekte sheep retrovirus; 1 1 5 5 5 17
Moku virus; 17 17
Walleye dermal sarcoma virus; 1 5 1 3 5 2 17
Acanthamoeba polyphaga 1 1 4 2 3 5 16
moumouvirus;

Lepidopteran iteradensovirus 4; 8 8 16
Murine osteosarcoma virus; 1 3 4 1 6 1 16
Spider monkey simian foamy 16 16
virus;

Cercopithecine betaherpesvirus 5; | 3 3 4 3 1 14
Citrobacter virus Moogle; 2 12 14
Moloney murine sarcoma virus; 2 2 3 6 1 14
Bat iflavirus; 12 12
Equid gammaherpesvirus 5; 3 4 1 4 12
Shigella virus Sf6; 12 12
Cafeteria roenbergensis virus; 2 4 2 1 11
Megavirus chiliensis; 1 1 7 1 11
Y73 sarcoma virus; 3 4 3 11
Campylobacter virus CP21; 4 2 1 2 10
Cricetid gammaherpesvirus 2; 2 5 2 10
Escherichia virus phiX174; 1 8 1 10
Tokyovirus Al; 1 1 6 2 10
Cnaphalocrocis medinalis 1 2 2 4 9
granulovirus;

Desmodus rotundus endogenous 1 4 3 1 9
retrovirus;

Fujinami sarcoma virus; 3 2 1 3 9
Noumeavirus; 1 1 1 2 4 9
Oryctes rhinoceros nudivirus; 1 2 3 2 1 9
Pandoravirus macleodensis; 2 1 1 4 1 9
Pandoravirus quercus; 2 2 2 1 2 9
Pasteurella virus F108; 8 1 9
Rhodococcus virus Pepy6; 1 8 9
Cedratvirus A11; 7 1 8
Hubei permutotetra-like virus 9; 8 8
Invertebrate iridescent virus 31; 1 2 2 1 2 8
Rhodococcus virus Poco6; 8 8
Abelson murine leukemia virus; 1 2 4 7
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Elephantid betaherpesvirus 1;

Hardy-Zuckerman feline sarcoma
virus;

~N

Salmonella virus HK620;

Salmonella virus SPN3US;

Avian sarcoma virus CT10;

Bovine foamy virus;

Bovine gammaherpesvirus 4;

Cyprinid herpesvirus 1;

Feline immunodeficiency virus;

Harvey murine sarcoma virus;

Hubei picorna-like virus 42;

Hymenopteran ambidensovirus 1;

Micromonas pusilla virus 12T;

Mule deerpox virus;

Tunisvirus;

Escherichia virus SUSP1;

Heliothis zea nudivirus;

Human gammaherpesvirus 4;

Invertebrate iridescent virus 6;

Pandoravirus dulcis;

Ranid herpesvirus 2;

W Wk |N|-

Sea lion mastadenovirus A;

Volepox virus;

(ARG ARG ERGERGRRERGENG RN RN RN RN RN RN RN RN NN RN N iNe) NI NEE N
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6.3. Resultados paralelos

Juntamente as amostras de gambads, outras duas amostras, descritas a seguir, foram

incluidas no sequenciamento e seus resultados serdo utilizados em publica¢des futuras.
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6.3.1. Sequenciamento completo do genoma de um isolado brasileiro do virus da
laringotraqueite infecciosa (ILTV)

A amostra patogénica ILTV/Brazil/2018/Unicamp-02, proveniente de uma granja de
galinhas poedeiras do estado do Espirito Santo, foi caracterizada como cepa de campo apds
PCR convencional e sequenciamento parcial do gene ICP4 (fig.3). Isolada apds 5 passagens em
ovos embrionados, seguiu-se o pré-tratamento, extracdo de DNA e preparacdo da biblioteca
com kit Nextera XT (Illumina) e finalmente, foi sequenciada para a obtencdo do genoma
completo. As sequéncias de proteinas imunogénicas podem ser utilizadas para a construgdo de

uma vacina recombinante.

FJ794467.1 Gallid herpesvirus 1 isolate ILTV/Brazil/2008/USP-74 ICP4 (ICP4) gene partial cds

@ ILTV/Brazil/2016/Unicamp-02
FJ794488.1 Gallid herpesvirus 1 isolate ILTV/Brazil/2008/USP-80 ICP4 (ICP4) gene partial cds.
FJ477357.1 Gallid herpesvirus 1 strain Bastos isolate ILTV/Brazil/2003/USP-09 ICP4 (ICP4) gene partial cds
FJ477356.1 Gallid herpesvirus 1 strain Bastos isolate ILTV/Brazil/2003/USP-06 ICP4 (ICP4) gene partial cds
FJ477353.1 Gallid herpesvirus 1 strain Bastos isolate ILTV/Brazil/2002/USP-02 ICP4 (ICP4) gene partial cds
FJ477352.1 Gallid herpesvirus 1 strain Bastos isolate ILTV/Brazil/2002/USP-01 ICP4 (ICP4) gene partial cds
KF786298.1 Gallid herpesvirus isolate 2012/JUFMG-1 clone 2 infected cell protein 4 (ICP4) gene partial cds
KF786300.1 Gallid herpesvinus isolate 2013/UFMG-1 clone 2 infected cell protein 4 (ICP4) gene partial cds
EU104910.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 24/H/91/BCK ICP4 (ICP4) gene complate cds
KF786297.1 Gallid herpesvinus isolate 2011/UFMG clone 2 infected cell protein 4 (ICP4) gene partial cds
ILTV/Brazil/2018/Unicamp-01
EU104914.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 417/A/0&/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
FJ794469.1 Gallid herpesvirus 1 isolate ILTV/Peny/2008/USP-81 ICP4 (ICP4) gene partial cds
EUI104913.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 305/K/0S/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104912.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 2/A/04/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104900.1 Gallid herpesvirus 1 strain CEQ vaccine ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104901.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 19/F/05/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104903.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 301/K/06/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104917_1 Gallid herpesvirus 1 isolate 402/A/06/BR ICP4 (ICP4) gene complete cds
FJ477350.1 Gallid herpesvirus 1 strain CEO vaccine Laryngo-Vac ICP4 (ICP4) gene partial cds
FJA77351.1 Gallid herpesvirus 1 strain CEO vaccine Nobilis-ILT ICP4 (ICP4) gene partial cds

ILTV/Brazil/2018/Unicamp-03
DQ995291.1 Gallid herpesvirus 1 strain WangGang major immediate early protein {ICP4) gene partial cds
EU104899.1 Gallid herpesvirus 1 isolate 25/H/88/BCK ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104911.1 Gallid herpesvirus 1 isclate 12/D/02/BCK ICP4 (ICP4) gene complete cds

ILTV/Brazil/2018/Unicamp-05
EU104907.1 Gallid herpesyirus 1 isolate 1/E/03/BBR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104908.1 Gallid herpesvirus 1 strain TCO vaccine ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104506.1 Gallid herpesirus 1 isolate 14/E/03/BBR ICP4 (ICP4) gene complete cds
EU104909.1 Gallid herpesvirus 1 strain USDA ICP4 (ICP4) gene complete cds
Vacina 6/17
1146
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Figura 3: Arvore filogenética exibindo relagdes entre cepas vacinais e de campo de ILTV,
baseada no alinhamento de sequéncias paricias do gene ICP4.
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6.3.2. Deteccao metagendomica de sequéncias relacionadas a Herpesvirus humanos
em uma amostra de morcego Molossus molossus.

Uma amostra de suabe anal coletada de um morcego da espécie Molossus molossus se
agrupou junto a uma sequéncia de herpesvirus humano apds a andlise filogenética de sequéncias
parciais. Esta amostra foi processada para a realizacio de sequenciamento NGS de acordo com
o protocolo descrito anteriormente nesta tese. A presenca de diversos herpesvirus humanos foi

confirmada apds a andlise metagendmica das sequéncias obtidas (fig. 4)
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Figura 4: Grafico exibindo espécies de herpesvirus pertencentes a familia Betaherpesvirinae,
detectadas apds a andlise metagenomica.
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7. Anexos

7.1.Autorizacao SISBIO para atividades envolvendo fauna silvestre

Ministeric do Meio Ambients - MMA
Insthuto Chico Mendes de Cnnsewa-;én da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Awionzagdo 2 Informagdo em Biodiversidade - SISEID

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Mimers: 45807-2 | Data da Emissao: 17/04/2013 10:26 Data para Revalidag3o®: 16/02/201%

* De 3cOroa com o an. 28 da iN 0372014, esta autonzacho m prazo de validads equivalanis ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalifada anuaments mediants 3 apreseniagdo do relators o2 atvidades 3 sef enviado por Mo do Sistéo no prazo de ate 30 dias
& contar da data do aniversaro de sua emissdo.

Dados do titular

Noma: Clance Wals Arns CRF: 371 E55.160-72

Titulo sa Projein; Pesquisa o2 micromganismos (virus & Dacienas) &m awas ieslies, MOrcegas & DUTDE mam Feros slivestres.

Nome da Instiuigso | UNIWVERSIDADE SSTADUAL DE CAMPINAS CNPJ: 45.068.4250001-33

Cronograma de atividades

& Descrigan da aldans Inick [mesana] | FIm | masiano)
[1 |Fadmniacho do AT-PCH & Teshs das amosims RT-PCR 122818 qa2018

2 | lsglamenio yviral Andlise & inteprets a5 resaingos, P'repnm;!o o reisadTio 022317 Ta201e

3  |Coleta & remessa das amosiran [T Jaz420

4 | ‘Geguenclamento, anaise ficgendtica Metagendmica 307 oa2die

§ |deguenciamenio AinhamentocsiFllogenia C-ra-:l:dm#: biorformabra, Alefagendmica [e =Ty Os2020

5 [Anaiise = interpremcln dos resaitndos, Prepamclo dos reistorics, Preparmaclo dos ms [FEFln 022020

Chservagies e ressalvas

Az atvidages de campo svercdas por pessoa ratus ou peridics esirangsirs, =m iodo o t=rioro madonal, que mpilquem o desiccamento de ecursos humanos &
i |meaterisis, tendo por objeto coletar dados, materale, szpdcimas blolsgicos = myinerals, pacas intagramizs da cultura naSva & cufturs popair, presenie = passads,
obfdes por msio de recursos & bonkcas que s d=sSnem 8 estudo, & difusho ou 8 =3, =stlo sujekas 3 sutorizaclo do Micistano de Citncia & Teono
o5 MEMDNS 08 Su3 equips O3 necessidacs o= obter as anusnciss previstas em culros NsSrumenios s, bem
€OMe do CONSENtrmenio 0o Mesponsave! peia &rea, bl ou privada, chde serd reaizada a atvidade, inclusive do tnglo gestor de fema mdigena (FUNAL, da

= |onidane de conservaphc estdusl, disSRal ou municipal, ou do propristano, Smendatang, PoSSEFG oo Mmorador de Anea dentro dos limEes de unkdsde de conzervaglo
federal Cujo processo de reguianzacio fundisna encontma-se &M cursc.

Esie documenio someni= poderd ser ullzado para os ns previsios na In:!:n:-;!ua Hommativa ICHB n" 032014 ouna In:trul;la Homabtha ICHBlo n" 10204, no gue
3 |espectica esta Autoriacho, nSo podendo ser uiEsdo para Ins ComerCial, indusinals pu ssportvos. O material HoBGD oiEtade deverd Ser uRiado pars atividades
clentificas ou diddficas ho dmbilio do ersino superior,

A aforzacio pam erwio a0 exterior e materal biokgica nlo Corsignado deverd Sev requesida PO mei0 00 EndereqD eleninicn wiw Dama 0w br (Senifes on-ine -
Licencs para importachs ou exportaclo de flom e fauns - CITES & ndo CITESE

0 Hiuiar de licen e ou autortzaclo & o= mambros da sua equine deverdo oplar por matodos de coita & Instrumertss de capturs Srecionados, tEmpre que poschel
5 |&o @rupe Rrondmie de interssse, evitanco a morte au dane: SERNcavo 3 ouboS Qrupos; & empregar esforgo de colta ou captora que ndo comproreta 3 viablidade
= popuiagies do gnipa Bxondmics 9e interesse &m condiclo: in s

0 ttuiar de autorizaphs oo Oz feen@ permanenle, as5m COMa 05 TEmDTS 42 S equips, quande da viiapko da iegisiacdo vigente, ou guando da inadeqaaglio,
& |omissdo ou faisa descricho de informagles relevantes que subsidiaram a expedigho do ato, poderd, medanbe decisfio motvada, fer 2 sucrizacks ou licenga
SIESPENSS ou MEvogada pelo ICMBio, nos termas da leglslaclo brasiein em wigor,

Exsle document ndc dispersa o comprimento da legisiaglo que disple soone acesse a components do parimdnio genstco sxisi=nie no temRieo Racional, R
piataforma condnental = na zona econdimica =xciusiva, ou 3o conhedmenio radicional assodado ac pafminio genético, para fins de pesquisa clentfica,
b-'npr:lm\:-;h e desemrscivimento tleonoldglon. Vela malores !nfcr"agde: =M wWWw.mma.gov_briogen.

Em casa de peguisa em NIDADE DE COMEERVADAD, o pesgulsador Eaar desis actoracko deverd coniactar a aominstagic da uridade a im de CONFIRMAR
AZ BATAS das expedicles, as condigles parn reaizacho das colstas £ de uso da infra-estutura da unidads

Dutras ressalvas

Este documento (Autonzagdo para alividades com fAnaidade cenifca) fol expedido com basa na Instrucio Nomativa n* 0372014, Ataves do codgo
ge auieniicacio abalo, quaiguer citaddo poderd verificar a autenticidade ou reguianidade deste documenio, por melo da paging do SisbinfICMBiD na
Irtemet {www. lcmblo. gov.brisisbia).

Codigo de autenticagéo: 66196825 |I|‘IHII I|
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WMinisteno do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Awtorzacdo 2 Informagdo em Biodiversidade - SISBI0

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Momero: 45807-2 Data da Emissdo: 1710172018 10:36 Data para Revalidagao®: 16/02/2013

* De acorgd com o ant. 26 da IN 0372014, =si3 autonzacio tem prazo dz valldage equivalenie ao previsio no cronograma de atividades do projeta,
mias devera ser revalidada anuaimenss medlante 3 apreseniagio do relatério de abvidades 3 se7 enviado por melo do Sisbio No prazo de ate 30 dias
& CONLar 03 data oo anivessarks de sua emissSo.

Dados do titular
Homa: Ciarce Wels Ams GPF. 271.655.160-72

Tituhn &0 Progeio; Pesquisd e microrganismos (VIrds & Dacieflas) e aves SIV2EIEs, MOIseqos: 8 OuInoE mamideros slivesires.

ome da Instiaigdo - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS CHPJ: 46.068.425/0001-33

1} Para ARIE MatSo de Cosmapaiis, nao 2513 aulonzada a matodologia "Fragmento de tecidofdrgdo” 02 camivoros & de tatu.

2{ A presenie aulonzagao 50 iera valldade apos aprovagdo pala comisao de 813 No use 02 animals da Universidade Estadual de Campinas.

3] 06 rabalhos de campo devem ser agandados tom 3k chefias das UC's com antecetsnca minima de 15 dlas para que sefam Informatas as
resEalvas & espesicidades 02 cada uma, s2ndo acordados of orocedimentos & atvidades posshisls.

£) O volime g8 sangue coletade ndo deve URTapasEar o aquivalents 3 1% 43 massa coporal 03 3ve. Em colelas conseculivas, ndo deve
ulirapasear 2% a cada 14 @as. Mo deve ser utlizada a metpdoiogla de punpdo cardiaca

3] A5 arnadinas ulllizadas para CATUra o2 mamiterns saverdo Ser vIsioradas pelp mencs duas vezes 30 83 (Matsling e vespering) para
minimizar a mone devido 3 hipo ou hiperiermia.

! |&) A5 arnadinas de queda deverdo s2r mantidas fechadas entre 36 campanhas @ deverdn ser retiradas apds a 0itima campanha, caso ndo hala
previsio de reutiizacdn, & & buracos devem ser tampados com tema.

71 A5 redes ge nabiinas gaverdo sor venficadas no minimo de 20 em 20 minwos.

8) O animaks somente deverdo ser eoltos no amblents apds recuperacdo total da anesiesia.

'akpaaa ARIE Matdo de Cosmopolis - Gostariamos de receber, com antecedéncla, o mt-na%aama. de atividades na UC. O trapaihno de campo na
ARIE Matdo de Cosmbpois eve ser 3gendado com antacedancla. O pesquisator devara Informar 3 Chefla da Unitade os dias do mas em que
Imizlara o trabalho de campo e o dia em que o fnalizard. Pars tanto sollctamps gue regisire @ su3 agenda de trabalho enviando mensagem para:
marciagrodriguesgigmall.com ou entre m contato pelo celuar (of Whatsappy 18 — 95112-3885. Solciamos também que envie Juaiquer
Imformaco gue considers redevante para sUDsKEEr o Plano de Manslo da UC, gue 2213 &m fase de elaboracda.

Equipe

[ Homs Funglo CPF Doo. Identidads Hzzionalidade
DETEL AL WIFAL E AJUDA

| |Fauic Ansemo Munes Seippe MA COLETA DE AMOSTRAS | £85.008.506-34 BEZ47104 B3P-3F Braziars
E TRANSORTE

2 |wiso cfaan pacoata Adeicts ra COHEtn e BTOSHRS. | o0 co g BDB-ET ITETITIOZ 2FTIF-EF Braziers
e rensporis
DETEC,AD VIRAL E AJU0A

3 | Ara camine ge 2ouza Bamace MA COLETA DE AMOSTRAS | 02163181003 4S07E5I DEFC-ED Brasisira
E TRANCORTE

% |Hzena Lage femeira Coisoraor Clemien 032 202 55603 Moo BaPG Braziers
DETECLAD WIFAL E AJUDA

5 | Lecnamc Cardis Cazeria HA COLETA DE AMOSTRAS | 335385 38805 A4B561550 FRRRF Eraziera
E TRANFORTE
DETECLAD VIFAL E AJUDA

5 | Matheus Cavainein Marini NA COLETA DE AMOSTRAS | 00166685000 TOTESIETIS SJBRE Brasiers
E TRANFORTE

7 | eachaes Sdwars Miser Aduda il COIED 08 BMOSE, | o0y aop ang.cn SEEI0EET ssp-FR Brasisira
tarspons = processamento

8 |Feeratn Bologninl Crsi 'm"n;"grw"’ e 072.207.548-71 12734281 ssniee-EP Brazisra
Freogo sador, gus afusra na

3 |PauLD WITOR MARQUES SMAS coordenagha de coleta e 317.454.388-53 IT0524430 FEBF Braziera
anaise |

; Feipe Nures Feippe Froceczamento de mraberial AS{.£5E HB-TT IEAHEETEET sup-EP Brasi=ra

1 Detecrlo viml e

5 73:809.578-05 25037 502 z

, |Faesa mamues Bac 22 e amgstras, | F71B09.578-05 BOET53TY 550-3F Braziers

! | Thomaz HEmEICIUIE BARRE LA Dicreips A8 Cieis i 278 .557.868-05 I67E5493K 38P-3F Brazisrs

z Mats Sta Genebrm, biiegn

Este documento (Auionizagdo para atividades com finalldade clentfca) fol expedido com base na Instrugdo Mormativa n® 0372014, Atavés do codigo
de autenticagio abako, qualguer cidasdo poderd werflicar 3 autenticidads ou reguiaidade deste documento, por melo da pagina do SisbiniCMED n2
Intemet (www.lcmbio.gov.brEIsDa .
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Cnns-erva-;.én da Biodiversidade - ICMBio
Sistema ge Atorzacdo e Informagan em Elodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nomero: 45807-2 Data da Emissao: 170472018 10:36 Data para Revalidagao®: 1610212019

* De acordo com o art. 2B da IN D32014, esia autonzagdo tem prazo de valldade eguivaiente ao previsio o cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anuaimende mediants 3 apreseniagas do relabdnio o= athvidades 3 ser envlado por melo do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do anlversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: Ciarce Weals Arns CPF: 271835 160-72

Titulo &0 Profeto; Pesquisa &2 micromanismos (Virus & baciesas) em aves sivesies, morcegos e owtros mamiferas slivesires.

Nome da Instiuigda - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS CHPJ: 45.068.425T001-33

D idaty Bt Genebra-
Cyrima Any Jovilbesna da Slva Gabrisd iy ¥20.518.5908-52 05251543 MDEXE-EP Brasisiny

1
3 Buxlio caNnnRomia
! | RooRiG0 ANTONID ARMLID FIRED e e 245535 81814 JEEEETEED se0-EF Brasiera
& MOMEgos
I | awio de Tarso Berace da Bocha e S E:\':fh'_a?’h"‘“gk o 715438 64721 DESE0815E IFF-Ful Braziea
Locais onde as atvidades de campo serdo executadas
= WEnICIED OF [ Cescrcan do foeal Too
1 | CAAEBRAD eP Cepiro de Trisgem do 'Bosgue G905 Jequisbas Fora g= UG Federal
3 F =] EP GERiTD OF TTIBgEm 4 ASSOCRCED Mak Cllar T Jandal Fora or UG Federal
. AREA DE RELEWANTE MTEREDCE ECOLOGILD MATA DE

= =
i kE: ZANTA GEMEERA D Pt
4 | CAMPBAD EF Parges Sanfa Censbra S s UG Federml
E | CAMEBLAS 2F kiaks Zanta Sensbra “ora d= UG Fadaral
5 |CAMFIMAD EF APA de Souzsas = Joaguim Egideo - Campinas o de UG Federal
% AFEA DE RELEWVANTE MTEAESEE ECOLOEILD MATAD DE

EF Fyiiiahiyne UG Fedenal
Afividades ¥ Taxons
= Elwdade ETE

Fictormes, Columbformes, Chropters, CaramPomes, Apodformes, Cingaala, Stigiommes,

1 |Capiura d= snimals sliv=sires T sku Feildas, Peiecanformes, Passerformes, Gallformes, PritacBormes. Falconiformes, Canfdoe,

Procyoridas, Rodents, Moshelidss Accipirifommes, Anserformes, Marsupiais, Casariformes
Accipiriormes, Apodifommes, Cinguiata, Falconformes, Peiecantiormes, Passsriommes,

2 | Colstatransporte de amosias biologices &Y sk FPeitactormes, Ficformes, Smigiformes, Gakiomes, Anserformes, Mamsupiaida, Faidae, Canidas,
Rodendn, Musieidae, Carismiformes, Cathartifermes, Chinoptera, Columbicrmes, Procyonidas
Peiscaniformes, Gafformes, Falconformies, Coumbiformes, Psttackormes, Ficformes,
Fasserifommes, Carnamiformes, Cingaiats, Mustelioe:, Frocyonidas, Siighommes, Felidas,
Arcipiriormes. Arzerformes, Apodtformes, Marupiala, Rodenta. Cathartfomes, Chinopoers,
Canldae

4 | Atsreapho ge animals sihvestes in sy Canidas, Musisidas, Roderta, Marsupialla, Chiropiera, Cingulatl, Pocyoridas, Feidae

3 | Comtafansports fe amosias biodgicas n s

Material @ metodos

Penas, Fezes, Eangues, CUTns ¥mosiras Dinldgicas| SUABEE TRAQUEAIS & cloacal), Arimal
enconimsds marts ou pariss (tamacaliotsoipeie

Sangue, Culras amestas biobgicasBwab tagques B anal), Fexes, Animal encontado morts: ou pares
[Carcagayossipels. Fragrmenio de iecdodorgio

Péio, Anbmal enconirado oo 0U paries (carcacalicssoipeie Samgres :m&;ﬂ:. Cares Cuiras
amasiras blokdgicas! Swab regusal & anad)

Sangue, Animal enconirado Mmano od partes {Carcapaliossoipee, Fares, Du¥ns amosras

bioidgicas Swab agueal & anal), “ragmento de iecooienglo, Beoecio

1 | Amcsiras boidgicas (Aves)

2 | Amosras botdgicas ({Cambionas)

3. | Amosies bloidgicas (Curos mamifenss:

4 | Amcsiras bloidolcas [Takm)

£ | AMdfodo de caphura’oodsts (A ves) Racie de nebing, Puch
5 |&sdfodo de captura/codsts (Camiboros| Aradiina Hipo gakoia com m;h poriscas "Eox TapTomahawkEheman™

Esie documento (AIMDNZacdo para 2Uvicacss com Bnaldade clentmea) fol expaaioo com base na Insirucdo Nomativa n® 0372014, Araves oo Comgo
de aulenticacdo anatwo, qualguer cdaddo podera verilear a autentisizads ou reguiandade decte documantn, por melo da pagna do SlsbiICKMER na
Intemet {www lcmbloogov. brisisbio).

codgoce uentcagioootesszs— INA
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Ministeno do Meio Ambiente - MMA
Insttuio Chico Mendes de Cnnser'.lan;.éu da Biodiversidade - ICMBio
Slstema g2 Autorzagdo 2 Informagdo em Blodeerslidade - SISBIC

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45807-2 | Data da Emissao: 1710172018 10:36 Data para Revalidagao®™ 160212019

" De acrdo com o at. 26 da IN 032014, esta aLIl.EIF'I.!l?a:I iem prazo de valldade eguivaiente 3o previsto no cronograma de atividades do projeta,
mas devera ser revalifada anuaimenie medianta 3 -BFITE'E-EI'I‘.EE'-M do refatdna ge abividades a ser enviado por meko do Sisbio no prazo de ate 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissSo.

Dados do fitular

Mome: Clafce Wels Arns CPF: 271.855.160-72

TIo $0 Projeto: Pesquisa e microrganismos (VInis B Dacisnas) &M aves ENVasles, MOrceqos 8 oulns mameeros silvesires.

Home da InEI.II:I.lII,'.h - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS CHNPJ: 45 068 425/ 000 1-33
= — _ Amreediiha fipo gaicia com ataclo poriscas "Box TopTomahawk!'Eherman™, Armadiha d= gueda
e e el {Cator e Py “pi 43P, Outms mékodos de :ﬂl;-_m::mjl:-zv: & orete mlaved)

B | Abasodo de capfuraiooiets (Tatus Caphura manual, Ammadina fipo galola oo ar_-'u;.!:-c- oor lscas ["Box TrapTomanywn Sherman®|

3 | ststodo de mancacho (Awesi Microchip

10 | ASSSodo de marca o (Cam o s) Microciig

11 | Mssedn de rnrug:l {Cntms mamifence) Microchip

12 [ Metodo de mancacko [Tatus) Micrchip

Destino do material biolégico coletado

] Mome kooal Gesting Tipo Decting

1 |UNIVERZIDADE ECTADUAL DE CANFRNAT

2 | UNIVEREZIDADE ESTADUAL DE CANEINAT

Esis documento {Awionzagdo para ailvidates com finaddads cleniMca) fol expedido com bas2 na Instrugde Nomatlva n® 032014, Alraves do codigo
ge aulenticagin anabm, qualguer cidadio poderd verficar a auteniicidade ou reguiandade deste doswmanio, por melo da paging do SisbicdCKBiD na
Intemet {www.lcmbilo.gov.brislsbia).

cogodeauentcagios ootz I
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Mmisieno do Meio Ambiente - MMA
Insotuto Chico Mendes de Cnns-.ﬂ_r'.lagin da Biodiversidade - ICMBio
Slsfema de Awrprzagdo 2 Informagdo em Blodiversidade - SISBIC

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 45807-2 Data da Emissao: 17/01/2018 10:36 Data para Revalidagao®: 16/02/2019

* De 3cordo com O an. 2E da IN 032014, esta JMDEI.JIFQD e prazg de vaiklage eguivaianie 3o previsio no cronsgrama de allvidades do pmjeio,

mas devera 27 revalidada anualmente mediants 3 BIFIFE'E-EI'I'!E{&:I do relatdrio g2 athvidades 3 ser enviado por meko do Sisbio no prazoe de até 30 dias
3 contar da data oo 3niversans de su3 emissdo.

Dados do fitular

Homea: Clarce Weals Arns CPF. 271.855.160-72

T 0 Profelo: Fesquisa o micrganismos (virus e I:la:*.mas; EiM'@Ves SVeElies, MORAJ0Ss & Outns mamieras. sliVesires.

home da Instiuigdo - UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPIMAS | CHPJ: 45 066 4250001-33

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com & Instrugdo Mormativa n® 03/2014. a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato mdc
contemplado na autorizagio ou na licenga permanents deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biologice cu do substrato devera ser acompanhado da autorzagio ou da licenga permanents com a devida
anotacdo. O material biclogico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macional de Colegies Biologicas (CCBID).

Taxon” Qide. Tipo e amasira Qide. Daia

® idenificar 0 especime no nivel Exondmico possivel.

Este documenta {Autorzac3o para allvidades com Bnaldade ciemdMca) fol expedios com bass na Instrucio Momativa n® 0372014, Aravés do cofigo
e autentcacio ababoo, quaiguer cifadio podera verilicar a autenticidade ou repuiandade geste docemenin, por melo da paging do SisbinCMED na
imtemet (waw lcmblo.gov.brisisoin).

cododeauentcagio:sotesezs N
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7.2. Declaracao de direitos autorais

As copias de arigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j& publicados ou
submetidos para publicagio em fevistas cienlificas ou enais de congressos sujeitos &
arbitragem, que constam da miaha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutarado, intitulada
INVESTIGAGACG DO MICROBIOMA E OCORRENCIA DE PATOGENOS
ZOONOTICOS EM GAMBAS DIDELPHIS DE FRAGMENTOS FLORESTAIS DA
'REGIAQ DE CAMPINAS ~ 8P, néo infringsm csdlsposlﬂvo&da Lei . 9.610/88, nem o
":GN*! auﬁorat,

ﬂmhmm
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