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Resumen del proyecto

Las zoonosis virales emergentes son causa de enfermedades severas en la poblacién humana y constituyen un desafio
para la salud, la vida silvestre y la pecuaria, en las que pueden causar grandes pérdidas. Los murciélagos, por su amplia
distribucidn, caracteristicas y hdbitos de vida pueden favorecer la adquisicién y dispersion de virus. Se los ha reconocido
como reservorio del rhabdovirus, coronavirus y filovirus y se les ha involucrado en el ciclo bioldgico de varios arbovirus.
El objetivo de este proyecto fue avanzar en el conocimiento de las poblaciones virales en murciélagos del Uruguay,
enfocdndonos en virus emergentes y avanzar en la utilizacién de la diversidad de virus prevalentes como los herpesvirus
(Hv), como indicadores de movimientos poblacionales de los murciélagos.

Identificamos por primera vez la presencia de Alfacoronavirus en murciélagos del Uruguay, en un ejemplar de Molossus
molossus. Avanzamos en el conocimiento de los alfavirus encefaliticos, en particular los virus Rio Negro (RNV) y encefalitis
equina del este (EEEV). RNV se detecté en murciélagos de 7 especies insectivoras y una hematéfaga, mostrando una
amplia distribucidn en el territorio nacional. El virus EEEV, con una distribucién mds restringida estd presente en dos
especies insectivoras. Se identificd RNV en una nueva especie de mosquito.

Se observo una alta prevalencia y amplia distribucién geogrdfica de gamma y betaherpesvirus, algunos identificados en
nuevas especies de murciélagos. El andlisis filogenético de la ADNpol viral mostréd una asociacidn especie especifica para
ciertos Hv, mientras que otros se agruparon fundamentalmente por factores ecoldgicos. El andlisis comparativo de los
marcadores ADNpol y glicoproteina B, indicé que la ADNpol es mds informativa en Hv de D. rotundus, mientras que la
glicoproteina B resulté mds informativa en los Hv de murciélagos insectivoros. Se realizé el primer estudio longitudinal de
seguimiento de individuos recapturados, donde analizamos la diversidad de Hv en vampiros (D. rotundus).

Esta investigacion constituye un aporte al conocimiento de la diversidad y la dindmica espaciotemporal de la circulacion
viral, con aplicaciones para la conservacidn y manejo de poblaciones de murciélagos del Uruguay.
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Introduccién

La emergencia de un virus capaz de causar una pandemia, como el SARS-CoV-2 o la ocurrencia de epidemias como la del
SARS en 2003, o la introduccidn en las América de arbovirus como Zika (ZIKV) o Chikungunya (CHIKV) puede ser explicada
por una combinacidn de factores, como la aparicidn de nuevas variantes genéticas, adaptacion a nuevos vectores y
hospedadores, o factores ecoldgicos que pueden influir en la dispersion de vectores y/o individuos infectados [1-3].

Desde hace varios afos se conoce un amplio rango de vectores y reservorios asociados a la propagacién de virus ARN.
Los murciélagos (orden Chiroptera) por su amplia distribucién, su biologia (capacidad de vuelo, hdbitos migratorios y
alimentarios, comportamiento gregario, longevidad), favorecen la adquisicién, mantenimiento y dispersién de virus. Los
desplazamientos de sus poblaciones por la intervencién del hombre en sus ecosistemas pueden dar lugar a una
interacciéon mds estrecha con los animales domésticos y con el hombre, aumentando la posibilidad de transmision de
patdgenos [4, 5]. Uruguay cuenta con 22 especies agrupadas en 3 familias: Molossidae, Vespertilionidae y Phyllostomidae.
De éstas, 19 se alimentan de insectos, dos de frutas y una de sangre. Los murciélagos insectivoros son los principales
depredadores de insectos nocturnos y tienen el potencial de actuar como controladores biolégicos de especies nocivas
para el hombre por lo que su conservacion es una prioridad [6]

Dentro de los virus emergentes mds importantes asociados a murciélagos se encuentran los coronavirus (familia
Coronaviridae). Entre ellos, se destaca el SARS-CoV-2, causante de la pandemia de COVID-19 y con un origen zoonético, a
partir de murciélagos del género Rhinolophus. En la regién latinoamericana, estudios recientes han identificado nuevos
coronavirus asociados a murciélagos en México, Brasil y Argentina, y estos hallazgos han sido en murciélagos
insectivoros de géneros o especies que también habitan Uruguay (Tadarida brasiliensis, Myotis sp, Desmodus rotundus,
Molossus molossus y M. rufus) .[7-9]. En nuestro pais, ademas del SARS-CoV-2 pandémico, circulan coronavirus bovinos y
aviares como agentes de infecciones gastrointestinales y respiratorias, pero se carece de informacién sobre coronavirus
en murciélagos [10, 11].

La zoonosis histéricamente asociada a los murciélagos hematéfagos es la rabia, sin embargo, los murciélagos
insectivoros y frugivoros pueden también ser portadores y ocasionales trasmisores del virus rdbico (RABV). Uruguay ha
experimentado 3 brotes en bovinos (2007-2010, 2014 y 2017) en dos dreas cercanas a la frontera con Brasil [12, 13]. En
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Ameérica, gracias a los programas de control y vacunacion de cdnidos, se ha controlado la circulaciéon doméstica del virus,
sin embargo, los reservorios de la fauna silvestre siguen siendo una amenaza para la salud. En la regién, se ha
investigado el rol de los murciélagos insectivoros en la transmisién de RABV, estimdndose la proporcién de infectados
entre 0,1% y 5,4%. En nuestro pais, se han detectado casos en murciélagos insectivoros de 3 especies en forma
esporddica.

El género Alfavirus (familia Togaviridae) agrupa arbovirus de gran relevancia sanitaria. Entre estos, se encuentran los
virus de las encefalitis equinas del Este, del Oeste y venezolana (EEEV, WEEV, VEEV). Los ciclos naturales difieren segun el
virus y pueden involucrar vertebrados (aves, roedores) y uno o mds artropodos vectores; para ciertos alfavirus este ciclo
no se conoce con precisidn [14]. Varios estudios han reportado evidencias de infeccidn por alfavirus en murciélagos y
aunque se desconoce el rol de estos mamiferos en los ciclos naturales, es posible que participen en su dispersiény
mantenimiento en la naturaleza. Los alfavirus EEEV, VEEV, Pixuna y CHIKV han sido detectados en murciélagos por
serologia y en menor medida aislamiento viral y detecciéon gendmica. Calisher y cols. reportaron la presencia de VEEV en
D. rotundus y T. brasiliensis, ambos presentes en nuestro pais [15-17].

Los Herpesvirus (HV) son virus ADN de amplia distribucién y diversidad. Infectan varios grupos de vertebrados, entre ellos
los murciélagos. A diferencia de los virus ARN, donde el salto interespecie es un evento frecuente, los herpesvirus
mantienen una elevada especificidad virus-hospedero. Esta especificidad los hace interesantes para estudios de
coevolucidn y, en el caso de los murciélagos se ha propuesto el estudio de su diversidad y variabilidad genética como
herramienta para medir la conectividad entre colonias.

El conocimiento de la diversidad viral en murciélagos del Uruguay es escaso, siendo el virus rdbico el mds estudiado.
Estudios previos de nuestro grupo han identificado Hv en murciélagos insectivoros y hematéfagos, asi como la presencia
de los virus Rio Negro (RNV, complejo VEEV) y EEEV en insectivoros, hallazgos que resultan originales para el pais y la
regidn. Este proyecto propone profundizar en estos hallazgos, iniciar la bdsqueda de coronavirus y actualizar el estado de
la circulacién de virus rdbico. Como aporte al manejo y la conservacién de estos mamiferos, proponemos utilizar la
variabilidad genética de los HV como herramienta para modelar los movimientos poblacionales en el territorio. Esta
aproximacidn es Gtil para comprender la dindmica de la circulacidn viral, permitiendo intervenciones mds racionales ante
la aparicién de brotes epidémicos.

Nuestro objetivo es conocer y caracterizar el pool viral en los murciélagos del Uruguay desde un enfoque
multidisciplinario. Abordamos diversos aspectos viroldgicos, asi como el modelado ecolégico, a fin de comprender la
dindmica espaciotemporal de la circulacién viral y los brotes. La identificacidén y el estudio de la diversidad de ciertos
virus en murciélagos puede utilizarse como indicador de los movimientos de las poblaciones en el territorio, por lo que su
estudio tiene aplicaciones en conservacidon y manejo de las poblaciones.

Metodologia/disefio del estudio

1.- Sitios de muestreo, captura y toma de muestras:

Se realizaron muestreos de entre 3y 7 dias en colonias ubicadas en la Usina de Cuiapird, Rivera y Gruta Salamanca,
Maldonado, y en sitios de actividad conocida en Artigas, Montevideo, Soriano y Lavalleja. Se cuenta con 150 muestras de
archivo colectadas en 2018-2019 en Rivera, Artigas, Maldonado y Soriano. La captura y manipulacién se realizé de acuerdo
con el protocolo N° 879, aprobado por la CEUA de la Facultad de Ciencias

2.- Extraccién de dcidos nucleicos totales. La extraccién simultdnea de ARN/ADN se realizé utilizando kits comerciales de
alto rendimiento, basados en la adsorcidn a particulas de didxido de silice y/o el reactivo comercial Trizol ® [18, 19].

3.- Identificacién y caracterizacidn genética de coronavirus y alfavirus

El estudio de coronavirus en murciélagos se realizé sobre el hisopado rectal y/o saliva, utilizando RT-PCR y/o RT-PCR
anidada con blanco en la polimerasa viral, de acuerdo a [8, 20, 21].

La deteccion y caracterizacion de alfavirus se realizé en hisopados orales y anales utilizando protocolos de RT-PCR
anidadas genéricas y especie especificas segun [19, 22, 23]. Los amplicones obtenidos se purificaron y secuenciados con
el fin de realizar estudios de filogenia y poblacionales, utilizando las bases de datos y programas de bioinformatica de
acceso publico. En la propuesta original se planted obtener genomas completos a partir de un grupo de muestras
seleccionadas, utilizando secuenciacion de nueva generacién (NGS). Dado el alto nimero de muestras analizadas, no fue
posible realizarlo por razones financieras. Actualmente nuestro grupo cuenta con una nueva fuente de financiamiento
(CSIC GRUPOS I+D) que nos permitird avanzar en este tipo de ensayos.

4.- Busqueda de anticuerpos neutralizantes

La identificacién de anticuerpos neutralizantes para alfavirus en sangre de murciélagos se propuso a través de PRNT80,
utilizando una cepas de campo de RNV y una cepa vacunal de EEEV disponibles en el laboratorio, . Estos ensayos se
encuentran avanzados, pero aun no finalizados, ya que se decidié estandarizar un método diferente de titulacidn (DI50).
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[19, 24]

5.- Captura, identificacion de mosquitos y deteccion de alfavirus

Se realizaron capturas de mosquitos las salidas de muestreos de murciélagos, se utilizaron trampas CDC cebadas con
hielo seco, octenol o levadura. El procesamiento se realizé de acuerdo a lo descripto en [19]. A fin de identificar el
vertebrado utilizado como fuente de alimentacién, se propuso analizar las hembras alimentadas en pooles individuales,
por amplificacion y secuenciacién de COI. Si bien al finalizar el presente proyecto se obtuvo un numero bajo de capturas 'y
ninguna hembra alimentada, se estandarizaron varios protocolos para este fin [25, 26]. Se dard continuidad a esta parte
del estudio gracias a la financiacidn obtenida por el grupo, a lo que se suma un convenio actualmente en elaboracién con la
Intendencia de Montevideo, quienes realizardn capturas en zonas de interés del Departamento.

6.- Aislamiento viral de alfavirus. Se encuentran en marcha los intentos de aislamiento viral a partir de hisopados de
muestras identificadas como positivas por RT-PCR, mediante pasajes ciegos en células C6/36 y VeroEé, de acuerdo a [27,
28], con modificaciones.

7.- Identificacién y caracterizacion genética de herpesvirus.

Los HV se identificaron en hisopados orales, por amplificacién parcial de la polimerasa viral y de la glicoproteina de
superficie gB, seguida de secuenciacidn y andlisis filogenético [18, 29]. De acuerdo a los resultados preliminares, especies
gue comparten frecuentemente los refugios en Uruguay parecen mostrar mayor similitud en los virus que portan, aun
cuando no fueron capturados en las mismas localidades, sugiriendo que la similitud ecolégica puede ser mds relevante que
la filogenética en algunos casos [30]. Los andlisis realizados en el presente proyecto nos han permitido profundizar en
estos hallazgos.

7.- Secuenciaciéon masiva o de nueva generacién (NGS): Considerando el alto nimero de muestras analizadas y la
positividad alcanzada para varios virus, no fue posible, realizar la secuenciacién NGS por razones presupuestales. Las
muestras y las extracciones se mantienen en dptimas condiciones de conservacidn, por lo que este trabajo se continuard
gracias a una nueva subvencién recibida por nuestro grupo de trabajo a fines de 2022.

Resultados, andlisis y discusién

Resultados Coronavirus:

Se analiz6 un total de 329 muestras de hisopados orales (n=292) y anales (n= 37) de 20 especies autdctonas de
murciélagos muestreados entre los afos 2017 y 2022. La muestra positiva (1/329) correspondid al murciélago insectivoro
Molossus molossus (LMC122) capturado en el Departamento de Rio Negro (Palmares Caranday) en el afio 2019 (muestras
de archivo —insectivoros. La secuencia parcial de RdRp de LMC122 fue editada y alineada junto con 70 secuencias
parciales y completas del GenBank representativas de la subfamilia Orthocoronaviridae publicadas previamente, las
cuales fueron obtenidas de ejemplares de murciélagos y otros vertebrados. La filogenia de mdxima verosimilitud (Figura 1,
anexo I) mostrd que las secuencias se subdividen en los 4 géneros Alfa-, Beta-, Delta- y GammaCoV, y que LMC122 cae
dentro del clado de los alfacoronavirus (Alfa-CoV) (aLRT = 1) junto con otras secuencias de murciélagos capturados en
Argentina y Brasil. Las secuencias mds cercanas con alto soporte de nodo (aLRT = 0,95) provenientes de M. molossus
fueron colectadas en el sur de Brasil en 2009 (KX094984.1) y en Buenos Aires, Argentina en 2020 (OP169153.1). Estas
secuencias se encuentran agrupadas con alto soporte (aLRT= 0.99) junto a otras secuencias obtenidas de murciélagos del
sur de Brasil (M. rufus), Jujuy y Chubut, Argentina (Myotis sp., T. brasiliensis, respectivamente).

Resultados Alfavirus:

Se analizaron 196 hisopados orales (n=161) y anales (n= 37) de 11 especies autoctonas de murciélagos muestreados entre
los afos 2018 y 2022.

Los resultados mostraron que 23 muestras (23/196) resultaron positivas para alfavirus. Los andlisis de secuencia
mediante Blastn mostraron alto grado de homologia con el virus Rio Negro (RNV) en 21 muestras y con el virus de la
Encefalitis equina del Este (EEEV) en 2 muestras.

Estos virus fueron identificados en 8 especies de murciélagos: T. brasiliensis, M. temminkii, M. molossus, E. bonariensis,
Myotis spp., E. furinalis, E. montanus y D. rotundus, capturados en los departamentos de Artigas, Rivera, Soriano,
Lavalleja, Maldonado, Rocha y Montevideo durante los afios 2018 y 2022.

Por otro lado, se colectaron un total de 40 mosquitos (Diptera: Culicidae) en un total de 5 capturas, realizadas en los
departamentos de Florida y Rivera durante el ano 2022. Los ejemplares fueron identificados como Aedes albifasciatus
(n=17), Culex spp., (n=19) y Mansonia sp. (n= 4). Los individuos dafiados con falta de caracteres taxondmicos
identificatorios se clasificaron solo a nivel de género. La clasificacidn por captura, especie y sexo permitié agrupar a los
ejemplares en un total de 12 pooles. De los 40 ejemplares colectados, 38 correspondieron a hembras, 1 a hembra
alimentada y 1 macho.

Se extrajo el ARN total de los 12 pooles de mosquitos y se analizaron mediante RT-PCR anidada genérica para alfavirus,
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con el mismo protocolo utilizado para la deteccién en murciélagos. Se obtuvieron 2 pooles positivos, MOA3 (pool 10) y MOA4
(pool 12), correspondientes a hembras de A. albifasciatus capturadas en Paso Pache (Florida), en septiembre y diciembre
de 2022. La secuenciacion de los productos de amplificacién revelé que compartian un alto grado de identidad de secuencia
de nucleétidos con RNV y VEEV informados previamente en mosquitos, roedores y murciélagos de Uruguay y Argentina.

Las secuencias de amplificaciones anidadas y/o semianidadas, tanto de murciélagos como de mosquitos, se compararon
con secuencias de alfavirus encefaliticos de diferentes complejos antigénicos. El conjunto de datos también incluyé dos
secuencias obtenidas en un estudio previo de mosquitos en Uruguay (MG009261y MG009260) y otras secuencias
sudamericanas de Argentina y Colombia. La filogenia de mdxima verosimilitud (Figura 2, anexo I) mostré que 21
secuencias virales provenientes de murciélagos y 2 de mosquitos, se agruparon con alto respaldo estadistico (aLRT = 1)
dentro del clado de RNV. Por otro lado, la secuencia INA29 e INA52 se agruparon en el clado de EEEV linaje I, con apoyo
estadistico significativo (aLRT = 1), junto con secuencias virales de Myotis sp y de Culex pipiens reportadas en (Burguefio et
al., 2018; Moreira Marrero et al., 2022) respectivamente.

Se observa una amplia distribucién geogrdfica de RNV en murciélagos de varias especies. Los hallazgos mds recientes
abarcan departamentos del centro- sur de Uruguay, como Soriano, Maldonado, Rocha y Montevideo, sin registros previos
de estos virus, sumado a los registros anterioress en Rivera y Artigas. EL RNV sigue siendo el mds abundante y el mds
ampliamente distribuido, tanto en nimero de especies como en rango geogrdfico. Es de destacar el primer hallazgo de un
vampiro positivo a RNV, lo que resulta de interés, considerando que se trata de una especie hematéfaga.

El otro alfavirus detectado es el EEEV (linaje I), hasta el momento sélo se encuentra en individuos del género Myotis spp, y
circula mds restringido a la zona Norte del pais, especificamente asociado a la colonia de Usina Cunapird, y muy
emparentado a los EEEV de capturas realizadas en 2015 [31].

En cuanto a los resultados de mosquitos, se encontraron 2 pooles positivos para RNV en individuos capturados en el depto.
de Florida. Si bien este virus ya se habia detectado en el pais en diversas localidades y en diferentes especies de
mosquitos (Burgueno et al, 2018), en este caso se trata de una nueva especie (Aedes albifasciatus). Los mismos fueron
colectados en Florida, un departamento donde previamente no se habian detectado mosquitos infectados.

Resultados Herpesvirus

Se analizé un total de 215 muestras de murciélagos pertenecientes a 13 de las 22 especies descriptas en Uruguay. La
especie muestreada mads frecuente fue el vampiro (D. rotundus) (n=92), seguido de individuos pertenecientes a varias
especies del género Myotis (n= 44) y Tadarida brasiliensis (n=42), mientras que los murciélagos de las especies Lasiurus
blossevillii y Myotis pampa fueron los menos representados. se logré amplificacién genédmica en 161 (74.8%) de ellos. Se
identificaron murciélagos positivos para herpesvirus en individuos de 11 especies (D. rotundus, E. bonariensis, M.
temminckii, M. molossus, T. brasiliensis, E. furinalis, E. montanus, L. ega, M. albescens, M. levis y M. pampa) capturados en
diferentes localidades del pais (departamentos de Artigas, Cerro Largo, Maldonado, Rio Negro, Rivera y Soriano).

Debido al alto nimero de muestras positivas que se obtuvieron, especialmente en insectivoros (80), los betaherpesvirus
(60) y gammaherpesvirus (20) fueron analizados por separado (Figuras 3 y 4, anexo I).

Se reporta por primera vez la infeccién por herpesvirus en individuos de las especies Eumops bonariensis, Eptesicus
montanus, Lasiurus ega y Myotis pampa, siendo los primeros hallazgos en el pais y la regién. Ademds, se identificaron
posibles nuevos Hv en individuos de las especies Myotis albescens, Myotis levis, Eptesicus furinalis, Molossus molossus,
Molossops temminckii, Tadarida brasiliensis y Desmodus rotundus. Se encontraron herpesvirus en nuevas localidades del
territorio uruguayo: departamentos de Soriano, Rio Negro y Cerro Largo. Estos hallazgos amplian el conocimiento previo
obtenido en estudios realizados en el pais.

El andlisis filogenético nos permiti¢ identificar varios clados independientes, tanto dentro de la subfamilia
Betaherpesvirinae como en los Gammaherpesvirinae. Especificamente, se observaron varios grupos de Hv con fuerte
soporte estadistico, integrados por Hv de murciélagos de diferentes especies como T. brasiliensis, M. albescens, M. levis,
M. pampa, M. molossus, M. temminckii y D. rotundus, independientemente de la localizacién geogrdfica de los individuos
infectados. Esto sugiere que la similitud entre los virus se explica fundamentalmente por la identidad de especie de los
murciélagos hospedadores y no por su localizacidn geogrdfica, es decir, seria una asociacién especie especifica. Sin
embargo, hay varias excepciones a este tipo de asociacidn: por ejemplo, una gran similitud entre virus de especies y/o
subfamilias diferentes, pero que comparten refugio (ejemplo: colonia ubicada en la Usina de Cufiapird), sugiriendo la
persistencia de la circulacién de virus muy similares infectando individuos en estrecho contacto, independiente de su grado
de parentesco taxondmico. Este estudio ha permitido identificar algunos Hv que por su divergencia y posicién en la
filogenia podrian constituir nuevos virus (Ej., los identificados en Lasiurus ega o en Molossus molossus, estos hallazgos
deben profundizarse, analizando secuencias de mayor longitud (otros genes o genomas completos) y focalizando las
capturas a los murciélagos hospedadores.

Se puso a punto la amplificacién parcial por PCR anidada de la glicoproteina de superficie gB para los gammahV. EL
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andlisis comparativo de este marcador, junto con la polimerasa viral indica que, a pesar de que la regiéon amplificada
pertenece al ectodominio de la gB, esta es menos variable e informativa que la regién de la ADN polimerasa viral
secuenciada en este estudio. Esto es asi, especialmente para D. rotundus; sin embargo, la glicoproteina gB resulta mds
informativa en los Hv de murciélagos insectivoros (Figuras 5A, 5B y Figura 6, anexo I).

Uno de los hallazgos novedosos de este estudio fue el andlisis de Hv en recapturas de individuos de la especie D. rotundus,
en la localidad de Salamanca. Para facilitar la identificacidn, se marcaron en color verde las muestras correspondientes
a murciélagos que fueron recapturados en distintos periodos, identificados como A, B y/o C (Figuras 7y 8, anexo I).

El andlisis los Hv detectados en las recapturas de vampiros nos permitié analizar positividad y la diversidad viral. En el
drbol filogenético, se observaron individuos infectados cuyas secuencias fueron idénticas a lo largo del tiempo, consistente
con las infecciones persistentes descriptas para los Herpesvirus. A su vez, también fue posible identificar la presencia de
mutaciones e indels en la regién analizada, tal como se evidencia en la secuencia de Hv de la tercera recaptura del
individuo DB1813, la cual se agrup6 ademds en otro clado de la filogenia. Considerando el fragmento analizado, este
resultado puede interpretarse como infecciones sucesivas por virus distintos, o bien una infeccién simultdnea por dos
virus que se reactivan en diferentes momentos. El estudio de los Hv de murciélagos, ademds de aportar al conocimiento de
la diversidad viral en general en estos mamiferos, constituye una herramienta potencialmente Gtil para indicar contacto y
desplazamiento de individuos. Este enfoque resulta de gran relevancia para el monitoreo de otras enfermedades de interés
médico y veterinario, tales como el virus de la rabia o los coronavirus [3].

Conclusiones y recomendaciones

En el presente trabajo se detectd y caracterizé por primera vez en Uruguay un AlfaCoV de murciélago en ejemplares de la
especie M. molossus. Esta identificacién se realizd a partir de una muestra de hisopado oral, en un individuo capturado en
el departamento de Rio Negro en 2019.

Se identificaron alfavirus (RNV y EEEV linaje I) en murciélagos de 7 especies insectivoras (T. brasiliensis, Myotis sp, E.
montanus, E. furinalis, M. temmincki, M. molossus, E. bonariensis, y por primera vez en una especie hematéfaga (D.
rotundus), en localidades de 10 departamentos del pais. Los virus se detectaron a partir de hisopados orales, y por
primera vez en hisopados anales. Es importante destacar que las muestras de hisopado (oral o anal) demostraron ser una
alternativa eficaz para la obtencidn de dcidos nucleicos a fin de realizar screening viral, con un manejo fdacil y poco
invasivo para los animales.

RNV exhibié la mayor prevalencia en murciélagos, una amplia distribucidn geogrdfica y el genoma viral se detecto por
primera vez en mosquitos de la especie Ae. (Oc.) albifasciatus colectados en dos meses distintos del afio 2022, en Paso
Pache (Florida). Dichos mosquitos fueron capturados en las inmediaciones de las colonias de murciélagos. A su vez, EEEV
se encontré mds restringido a murciélagos del género Myotis y a un ejemplar de E. bonariensis capturados en los
departamentos de Rivera y Florida.

En 215 muestras analizadas, se observé una alta prevalencia (65%) de herpesvirus en murciélagos. Se identificé por
primera vez infeccion por estos virus en individuos de las especies E. bonariensis E. montanus, L. ega y M. pampa, siendo
los primeros hallazgos en el pais y la regidn. A su vez, se encontraron herpesvirus en nuevas localidades del territorio
uruguayo, en los departamentos de Soriano, Rio Negro y Cerro Largo.

El andlisis filogenético permitié identificar varios clados independientes, tanto dentro de la subfamilia Betaherpesvirinae
como en los Gammaherpesvirinae. Especificamente, se encontraron 79 muestras positivas para Gamma-Hv y 60
muestras positivas para Beta-Hv. En algunos casos la similitud entre los virus se debe principalmente a la identidad de
especie de los murciélagos hospedadores y no a su localizacién geogrdfica, lo que indica una asociacién especie
especifica. En otros casos, la similitud entre los herpesvirus estd explicada principalmente por factores ecolégicos (como
compartir refugio) y en menor medida por el grado de parentesco de los hospedadores.

En el contexto del andlisis de la diversidad de Hv en vampiros (D. rotundus) se realizé el primer estudio longitudinal de
seguimiento de individuos recapturados. Este enfoque se presenta como una herramienta que permitiria detectar
desplazamiento de individuos, a través de la observacidon de cambios en los virus, con potenciales aplicaciones en el
rastreo de virosis de interés médico y veterinario.

Se puso a punto una PCR anidada para la amplificacidn parcial de la glicoproteina de superficie (gB) de Gamma-Hyv,
obteniéndose 21 nuevas secuencias de Hv de murciélagos del Uruguay. El andlisis de distancia genética p, comparando
ambos marcadores (polimerasa y gB), dio como resultado que la polimerasa viral es mds informativa o al menos mds
variable como marcador molecular, especialmente para D. rotundus, mientras que la glicoproteina gB resulté mds
informativa en los Hv de murciélagos insectivoros.

El trabajo multidisciplinario que combina los estudios virolégicos con el trabajo de campo y la conservacién, son
indispensables para una vigilancia continua de patédgenos conocidos y nuevos, y ayudard a comprender los mecanismos
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subyacentes a la dindmica de las zoonosis emergentes. Este conocimiento es fundamental para generar estrategias de
control y prevencién de las zoonosis, en conjuncién con un manejo adecuado de nuestra fauna autéctona desde una
perspectiva de conservacion.
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