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INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) e a Organiza¢ao da Saude Animal (OIE)
reconhecem a intima relacdo entre o meio ambiente e as doengas em animais, que
podem ser transmitidas aos humanos. Neste cenario, a abordagem de Satude Unica
emerge como uma estratégia essencial, integrando esforcos em Saude Publica para
mitigar riscos & Satide Global. O Sistema Unico de Satide (SUS) é assim capacitado a
adotar uma vigilancia abrangente, que abarca tanto doencgas cronicas quanto agudas de
diversas origens. Um exemplo alarmante dessa dinamica ¢ representado pelos virus da
familia Coronaviridae, que provocaram surtos de alta morbimortalidade, como a
epidemia de sindrome respiratoria aguda grave (SARS) entre 2002 ¢ 2003 na China.
Esses virus tém a capacidade de infectar multiplos sistemas do corpo humano e sdo
encontrados em uma variedade de animais, incluindo morcegos, aves e roedores,
levantando preocupacdes sobre seu potencial zoonotico (Rodriguez-Morales et al.,
2020).

Além disso, a crescente destruicdo de habitats naturais e as mudangas climaticas estdo
criando um ambiente propicio para a emergéncia de novas doencas infecciosas,
frequentemente de origem zoondtica. Na Bahia, a transformacdo de biomas nativos em
areas agricolas (Freitas e Mendonga, 2016) representa uma ameaca significativa a fauna
local e contribui para o surgimento de zoonoses. Considerando que esses virus podem
afetar a saide humana e estdo em contato proximo com as populacdes humanas, o
presente projeto de Iniciacdo Cientifica se propde a extrair DNA/RNA, detectar e
identificar virus das familias Coronaviridae e Adenoviridae em animais selvagens da
Bahia. Utilizando técnicas de RT-PCR e Nested-PCR, seguidas de sequenciamento
Sanger e, em etapas posteriores, sequenciamento de nova geracdo (NGS), buscamos
identificar potenciais virus infectantes. Esta investigacdo inicial ¢ fundamental para
estabelecer um sistema de vigilancia molecular para zoonoses virais no estado,
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permitindo um monitoramento continuo e eficaz das areas criticas e endémicas. Assim,
0 objetivo desta pesquisa ¢ realizar a deteccdo e identificagdo de virus dessas familias
em animais selvagens, criando uma base robusta para futuras intervengdes em saude
publica e contribuindo para a compreensdo dos riscos associados as interagdes entre
humanos e a fauna silvestre.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado em quatro etapas principais. A primeira etapa envolveu a
extracdo e quantificagdo de DNA e RNA de amostras de animais selvagens do LAPH,
utilizando o extrator automatizado de DNA/RNA Extracta e o espectrofotometro
Nanodrop 2000 para garantir a qualidade dos acidos nucleicos. Isso preparou as
amostras para as etapas subsequentes. Na segunda etapa, foi aplicada a técnica de nested
RT-PCR para detectar material genético viral da familia Coronaviridae, convertendo
RNA em cDNA e amplificando o material genético. A terceira etapa focou na
amplificacdo de adenovirus por meio da técnica de Pan-adenovirus PCR, utilizando
primers especificos. Por fim, na quarta etapa, os amplicons gerados foram purificados
para sequenciamento, removendo contaminantes e assegurando a identificacdo precisa
dos virus presentes nas amostras analisadas (Capua et al., 1999; Wellehan et al., 2004;
Escustenaire et al., 2007; Kajan, 2016; Jejesky de Oliveira et al., 2020).

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

Até o momento, foi realizada a identificagdo inicial de Adenovirus em 13,20% das 858
amostras examinadas, totalizando 114 animais, e de Coronavirus em 8,80% das 419
amostras avaliadas, resultando em 37 deteccdes, conforme apresentado na Tabela 1. A
caracterizacgao filogenética ainda ndo foi realizada, pois depende do sequenciamento das
amostras positivas, que estd em andamento. Uma das principais dificuldades
enfrentadas até agora foi o estabelecimento de um protocolo eficaz de purificacdo dos
fragmentos de acidos nucleicos a partir de géis de eletroforese. Diversas estratégias,
utilizando diferentes métodos de purificagdo, foram testadas, mas sem sucesso até o
momento.

Tabela 1. Frequéncia absoluta, frequéncia relativa e limites do intervalo de confianca
95% das classes de animais selvagens amostrados nos anos de 2020 a 2023 para
pesquisa de Adenovirus e Coronavirus. Feira de Santana, BA, 2023

Intervalo de Confianga 95%

Classe Frequéncia absoluta  Fregquéncia relativa limite Inferior Limite Superior
Aves 32 3,73 2,65 5,22
Mammalia 598 69,70 66,54 72,68
Reptilia 228 26,57 23,73 29,63
TOTAL 858 100,00

Os resultados indicam que o Coronavirus foi detectado em serpentes (31 amostras,
13,60%), aves (1 amostra, 3,13%), morcegos (1 amostra, 0,89%) e em quatro primatas
ndo humanos (4,08%). J4 o Adenovirus foi identificado em 27 (24,11%) dos 112
morcegos avaliados, 72 (15,32%) dos primatas ndo humanos e em um sarigué (7,14%).



O estudo das sequéncias dos Coronavirus devera esclarecer a natureza do género, sua
proximidade filogenética ao SARS-CoV e seu potencial zoonético. A analise de
amostras de mamiferos podera fornecer ainda mais informagdes sobre as cepas de
Coronavirus circulantes entre animais selvagens na Bahia. Adicionalmente, foi iniciado
um banco de amostras e dados, que inclui uma lista de espécies de animais coletados e
outra com as amostras processadas, juntamente com os respectivos resultados dos
exames moleculares.

CONSIDERACOES FINAIS

Esses resultados indicam a presenga de virus potencialmente zoondticos em animais
selvagens, e uma anélise mais detalhada das sequéncias genéticas obtidas pode fornecer
insights valiosos sobre o risco de disseminacdo e emergéncia de patdgenos com
potencial epidémico. Todas as etapas previstas neste plano de trabalho foram concluidas
ou parcialmente concluidas, o que permitira ao projeto ao qual o plano de trabalho do
bolsista esta vinculado avangar.
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