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DETECCION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE CORONAVIRUS EN
MURCIELAGOS INSECTIVOROS DE ARGENTINA

RESUMEN

Los murciélagos son los principales hospedadores de coronavirus (CoV) entre los mamiferos.
En la actualidad, la alta diversidad de estos mamiferos y su amplia diseminacion por todo el
mundo, ademas de su estilo de vida y habitos, han contribuido en la apariciéon de una gran
variedad de enfermedades emergentes zoondticas en animales silvestres y domésticos,
incluidos los humanos. Por este motivo ha habido un gran interés en identificar nuevos CoV
de murciélagos a nivel mundial, ya que esto permite una mejor preparacion para una eventual
emergencia zoonoética. En este trabajo nos propusimos indagar la prevalencia y la diversidad
de los coronavirus que circulan en murci¢lagos insectivoros de Argentina durante el periodo
2019-2021 y estudiar la asociacion entre la positividad de los especimenes y sus variables
bioldgicas y ecologicas. Para realizar esta investigacion se analizaron 594 muestras de tejido
rectal de murciélagos insectivoros de 8 provincias argentinas, que fueron provistas por el
Servicio de Neurovirosis, Departamento de Virologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. La prevalencia estimada resulto del 8,25%, y al
estudiar la diversidad mediante el andlisis filogenético, detectamos solo miembros del género
a-CoV. No encontramos asociacion estadisticamente significativa entre la tasa de positividad
y las variables bioldgicas y ecoldgicas estudiadas. En el analisis grafico descriptivo absoluto
se detectd un pico en los meses calidos, lo que coincide con una mayor actividad asociada a
la estacion reproductiva de las poblaciones de murci¢lagos del hemisferio sur. Debido al
impacto que produjeron las ultimas enfermedades zoonoticas sobre la salud publica, los CoV
generan preocupacion. Es por ello que se necesita una vigilancia epidemioldgica para

minimizar futuros eventos zoondticos.

Esta investigacion contribuye significativamente al entendimiento de la diversidad y la
epidemiologia de los coronavirus a nivel nacional y regional. En el futuro, podria mejorarse
expandiendo el nimero de especies y areas estudiadas, asi como profundizando en el analisis,

mediante la exploracion de los aspectos gendmicos.

PALABRAS CLAVE: virus, coronavirus, murciélagos, clado.
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DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CORONAVIRUS IN
INSECTIVOROUS BATS OF ARGENTINA

ABSTRACT

Bats are the main hosts of coronaviruses (CoV) among mammals. Currently, the high
diversity of these mammals and their wide dissemination throughout the world, in addition to
their lifestyle and habits, have contributed to the appearance of a wide variety of emerging
zoonotic diseases in wild and domestic animals, including humans. . For this reason, there has
been great interest in identifying new bat CoVs worldwide, as this allows for better
preparation for an eventual zoonotic emergency. In this work we set out to investigate the
prevalence and diversity of coronaviruses circulating in insectivorous bats in Argentina
during the period 2019-2021 and study the association between the positivity of the
specimens and their biological and ecological variables. To carry out this research, 594
samples of rectal tissue from insectivorous bats from 9 Argentine provinces were analyzed,
which were provided by the Neurovirosis Service, Department of Virology of the National
Institute of Infectious Diseases ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. The estimated prevalence
was 8.25%, and when studying the diversity through phylogenetic analysis, we detected only
members of the a-CoV genus. We did not find a statistically significant association between
the positivity rate and the biological and ecological variables studied. In the absolute
descriptive graphic analysis, a peak was detected in the warm months, which coincides with
greater activity associated with the reproductive season of bat populations in the southern
hemisphere. Due to the impact of recent zoonotic diseases on public health, CoVs generate
concern. This is why epidemiological surveillance is needed to minimize future zoonotic

events.

This research contributes significantly to the understanding of the diversity and epidemiology
of coronaviruses at the national and regional level. In the future, it could be improved by
expanding the number of species and areas studied, as well as deepening the analysis, by

exploring genomic aspects.

KEYWORDS: viruses, coronaviruses, bats, clade.
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1. INTRODUCCION

1.1 Familia Coronaviridae
1.1.1 Generalidades y clasificacion

Coronaviridae es una familia de virus envueltos de acido ribonucleico (ARN) de cadena
positiva que infectan a una gran variedad de animales. Estos pertenecen al suborden
Cornidovirineae, que junto con Tornidovirineae pertenecen al orden Nidovirales (virus de
ARN de cadena positiva envueltos) (Zmasek et al., 2022a). Estudios filogenéticos recientes
basados en ARN polimerasas dirigidas por ARN indican que Nidovirales, junto con
Picornavirales, Caliciviridae, Astroviridae y virus asociados, forman un supergrupo distinto
de virus de ARN (supergrupo Picornavirus) (Koonin et al., 2020; Wolf et al., 2018). Los
nidovirales pueden infectar diferentes hospedadores animales, como insectos, moluscos,
crustaceos y vertebrados, lo que indicaria una transferencia horizontal de virus entre distintos

phylla de metazoos (Dolja & Koonin, 2018).

La familia Coronaviridae es la mas numerosa del orden de los Nidovirales (Banerjee et al.,
2019), estd compuesta por 3 subfamilias, 6 géneros, 28 subgéneros y 54 especies segun la
ultima actualizacion de taxonomia del ano 2022 (Taxon Details | ICTV, s. f.; Woo et al.,
2023) y se divide en dos subfamilias Letovirinae y Orthocoronavirinae. La subfamilia
Orthocoronavirinae a su vez esta compuesta por los 4 géneros: Alphacoronavirus (a-CoV) y
Betacoronavirus (B-CoV), que infectan principalmente a mamiferos, y Gammacoronavirus
(y-CoV) y Deltacoronavirus (8-CoV), que infectan principalmente a las aves (King et al.,

2011; Woo et al., 2012) (Fig 1).
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[Crder] Nidowirales (enveloped, positive-strand RNA viruses)
l
I | |
[Suborder] Comidavinineas Tornidoviringae Abnidovirneas
Amidovinneaes
| | Mpsnidovinneag
[Familiy] Coronavindag Tobaniindae mggm:;::
l | Ronidovirineas
| 1 | I 1 |
[Subfamily] Onthacoronavirinaa Lalowirinae Fiscaniviinae  Remolowrings  Torovirinae !
I i Serpenrlcrwrfnaa
|
| | :
[Genus] Alphacoronavirs  Belacorongvirus  Gammacoronavirus  Dellacoronairus Oncotshavirus  Bafinwvirus Torovirug
[SLIDQBI'II..IS] Colgcovrs Embacovinig (&) Brangacovirus Andecavins Safnivirug Biichavinus Reifaidng
Decacowius Hitweavng Cagacawnus Buldscans Pimfabaviris
Duwinacovirog (a)  Merbesovirus [d) Ipacovirug HardaoviLs
Luchacowiusg Nobecowius
Mingcovinis Sarbacounss (8) B} Human corenavirus 220F [Species] (HCoV-229E |
Minunscoving (b} Humsn comngvius NLA3 [Species] (HCQV-NLE3)
Myatacovins (c) Batacoraraunys 1 [Species|. Human coronavius 0043 (Klay_0C4Y)
Myclacoumis () Human coraravinis HXU [Species| (HCoV-HLI1}
Pedacovius (d] Mol East respiatory symdromeselated conanawns [Speces] (MERS-CaV)
Rhinacoviug (&) Sevare seufe respinatary syndrome-refalied cornavirus [Species] [SARS-Cov)
Selracovins (b) &) Severe acule respiratary syndrame coronvius 2 (2013-100V, SARS-CoV-2; Species: SARS-CoV)
Soracowus
Sunpcovinis
Tegacouins

Figura 1. Taxonomia de Nidovirales. Los coronavirus que infectaron a humanos se observan
en azul (a-CoV) y en rojo (B-CoV). Taxonomia establecida por el Comité Internacional sobre
Taxonomia de Virus (ICTV) y utilizada actualmente por el Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (NCBI) de EE. UU. y las bases de datos de Recursos Proteicos Universales
(UniProt). Su nivel taxonémico se indica entre corchetes (Zmasek et al., 2022).

Los coronavirus (CoV) son virus de ARN envueltos que infectan y causan enfermedades en
una amplia gama de especies de aves y mamiferos, incluidos los humanos (Graham & Baric,
2010). Estos forman una familia monogénica de virus pleomorficos y labiles al éter. Los
viriones tienen un didmetro que oscila entre 60 y 220 nm y una densidad media en sacarosa
de 1,18 g/ml. Se caracterizan por tener proyecciones superficiales en forma de maza de unos
20 nm de longitud, de donde el grupo deriva su nombre (en latin corona, corona) (Siddell

etal., 1983) (Fig. 2).

1.1.2 Estructura de los coronavirus

Los viriones de los CoV son particulas virales envueltas, pleomorficas y aproximadamente
esféricas con proyecciones superficiales de la proteina espicula (S). La nucleocapside, que
comprende la proteina de la nucleocapside (N) y el ARN, parece estar laxamente enrollada,

con pequenas unidades helicoidales distribuidas por todo el interior del virion. Constan de
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tres o cuatro proteinas asociadas a la membrana: glicoproteina de espiga (S), envoltura (E) y
membrana (M). Una glicoproteina hemaglutinina-esterasa (HE) solo estd presente en

miembros del subgénero Embecovirus del género Betacoronavirus (Woo et al., 2023) (Fig 2).

m D .-
mezs= §

Figura 2.Ilustracion esquematica de una particula del virus CoV. Glicoproteina de espiga (S),
envoltura (E) y membrana (M), nucleocapside (N), glicoproteina hemaglutinina-esterasa
(HE).

Los CoV dependen de sus proteinas espicula (S) para unirse al receptor de la superficie de la
célula huésped durante la entrada a la misma (Y. L. Lau & Peiris, 2005). La proteina S se une
al receptor del huésped a través del dominio de union al receptor (RBD) en la subunidad S1,
seguido de la fusion de la subunidad S2 con la membrana celular. Estos CoV difieren
principalmente en su mecanismo de entrada al huésped, lo que sugiere posibles cambios en la
composicion residual de la proteina S que pueden dictar la entrada al huésped (Naqvi et al.,
2020b). Diferentes receptores de la superficie celular reconocen al RBD de las proteinas S del
coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y también las del
que causa el sindrome respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV). MERS-CoV reconoce el
receptor de dipeptidil peptidasa 4. Mientras que el SARS-CoV y el coronavirus que causa el
sindrome respiratorio agudo severo de tipo 2 (SARS-CoV-2) reconocen al receptor ACE2 que

se une a la proteina S viral.
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1.1.3 Genoma de los coronavirus

El genoma de los CoV es un ARN lineal de sentido positivo de 22 a 36 kb con una estructura
de cap 5, una cola poliadenilada 3" y wuna organizacion genomica tipica de
5'-NCR-replicasa-SEMN-NCR- 3'. El gen de la replicasa comprende dos grandes ORF
superpuestos, la y 1b. La traduccion del ORF1b esta programada por cambio de marco
ribosémico -1 y produce las poliproteinas ppla y pplab, que son procesadas adicionalmente

por proteinasas codificadas por el virus (Fig. 3).

& 5 10 15 20 5 0
Il Il |
1

B /

a-CoVs

HCoV-229E

MHV

SARS-CoV

MERS-CoV

IBV

Figura 3. Organizacion genomica de los CoV a, B, y 6. Las regiones ampliadas muestran las
proteinas estructurales y accesorias en las regiones 3” de HCoV-229E (CoV humano), virus
de hepatitis de raton (MHV), SARS-CoV, MERS-CoV, virus de bronquitis infecciosa (IBV)
(Fehr & Perlman, 2015a).

El ARN genomico es una molécula infecciosa monocatenaria cubierta y poliadenilada. El
peso molecular estd entre 5x10° y 7x10° Da, lo que corresponde a aproximadamente
15.000-20.000 nucleodtidos. Los coronaviriones tienen caracteristicamente tres tipos de
proteinas: una proteina de nucleocapside fosforilada, formando un complejo con el genoma

como una ribonucleoproteina helicoidal (RNP); una proteina peplomérica de superficie N
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-glicosilada, asociada con glicopolipéptidos, que esta acilada y es responsable de la union del
virus y la fusion de célula a célula (esta proteina puede eliminarse mediante tratamiento con
proteasa); y una proteina de matriz transmembrana, asociada con polipéptidos de peso
molecular que tienen grados variables de glicosilacion. En el caso de los CoV murinos y
bovinos, este polipéptido lleva oligosacaridos unidos O -glicosidicamente, y en el caso del

IBV, oligosacaridos unidos N -glicosidicamente (Siddell et al., 1983).

Estos virus pueden saltar barreras entre especies y adaptarse rapidamente a nuevos
hospedadores debido a su gran tamafio genémico, a las altas tasas de recombinacion y su

plasticidad genémica (Graham & Baric, 2010; Wong et al., 2021).

1.1.4 Patogénesis

En la actualidad se han identificado siete CoV que infectan a los humanos, incluidos cuatro
CoV humanos: coronavirus humano HCoV-OC43, coronavirus humano HCoV-229E,
coronavirus humano HCoV-NL63, coronavirus humano HCoV-HKU1, coronavirus causante
del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), coronavirus causante del sindrome
respiratorio del Oriente Medio (MERS-CoV) y coronavirus causante del sindrome

respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) (Current ICTV Taxonomy Release | ICTV, s. f.) .

Al igual que el SARS-CoV y el MERS-CoV, también se sabe que el SARS-CoV-2 causa
enfermedades respiratorias graves, mientras que otros coronavirus como HKU1, NL63, OC43
y 229E causan sintomas leves (Andersen et al., 2020a). Las particulas de virion ingresan a la
célula huésped mediante la union a través del receptor ACE2. Posteriormente, su genoma
(ARN ss) se une a los ribosomas del huésped, lo que da como resultado la traduccion de dos
poliproteinas grandes y coterminales que se procesan posteriormente mediante enzimas
proteoliticas/protedlisis (Wang et al., 2011). La protedlisis mediada por 3CLpro y PLpro (Ton
et al., 2020) corta poliproteinas grandes en componentes mas pequefios para el plegado y
empaquetamiento de nuevos viriones, lo que en consecuencia promueve la propagacion de la
infeccion. La proteasa principal es una enzima clave del SARS-CoV-2, que desempefia un
papel fundamental en la mediacion de la replicacion y transcripcion viral, lo que la convierte
en un objetivo farmacologico atractivo (Shamsi et al., 2020). Otra enzima interesante, RdRp,
una replicasa, es esencial para la replicacion del genoma viral (Graham et al., 2008). Los

CoV influyen en las células huésped por su actividad citocida, asi como por mecanismos
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mediados por el sistema inmunologico (Suzuki et al., 2020). Muchos estudios revelaron que
la infeccion de CoV produce efectos citopaticos, incluida la apoptosis y la lisis celular. El
virus provoca la fusion celular que conduce a la formacion de sincicios. Los procesos
mencionados anteriormente se observan en la célula debido a la movilizacion de vesiculas
para formar el complejo de replicacion y la alteracion de los complejos de Golgi durante la
replicacion viral. En comparacion con otros CoV como el SARS-CoV y el MERS-CoV, se ha
demostrado que ejercen sus efectos citopaticos en las células renales y la formacion de

sincicios en los tejidos pulmonares.

La patogénesis del SARS-CoV-2 involucra al sistema inmunolégico innato y al adaptativo
(Morse et al., 2020). Durante la infeccion viral, las células T y los mensajeros secundarios
como las citoquinas desempefian un papel importante en la progresion de la enfermedad. Los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) innatos conservados evolutivamente
reconocen moléculas asociadas con patdgenos o liberadas por células dafadas y estan
involucradas en la modulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa a la infeccion por
SARS-CoV-2. Ademas de las células T, se ha reportado que los anticuerpos humorales son

cruciales en las infecciones causadas por CoV (Naqvi et al., 2020a).

1.1.5 Reservorios de los coronavirus

Los CoV causan una gran variedad de enfermedades en los animales, y su capacidad para
causar enfermedades graves en el ganado y en los animales de compaiiia, como cerdos, vacas,
gallinas, perros y gatos, dio lugar a importantes investigaciones sobre estos virus en la tltima
mitad del siglo XX (Fehr & Perlman, 2015). También, se ha demostrado la patogenicidad en
murciélagos y su posterior salto de especie a otros animales, incluido el humano (Woo et al.,
2023). Todos los CoV que potencialmente pueden infectar a humanos se originaron a partir
de reservorios animales. Cuatro de tales CoV, se transmiten a humanos a través de
murciélagos incluyendo los a-CoV 229E y NL63, y los p-CoV, SARS-CoV y MERS-CoV
(ASM Mammal Diversity Database, 2019). A este ultimo grupo, se sumo recientemente el
virus SARS-CoV-2, causante de la enfermedad pandémica COVID-19 (Umakanthan et al.,
2020). Diversos estudios sugieren que los murcié¢lagos podrian ser el reservorio del virus
SARS-CoV-2, aunque no esta claro si otras especies animales podrian haber actuado como
intermediarios entre los murciélagos y los humanos. Por este motivo ha habido un gran

interés en identificar nuevos CoV de murcié¢lagos, ya que estos son los probables ancestros
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del SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV (Fehr & Perlman, 2015a; H. Zhou et al., 2021;
P. Zhou et al., 2020).

Desde la epidemia de SARS, se han descubierto muchos otros nuevos CoV de humanos o
animales, lo que ha permitido comprender mejor el origen evolutivo de los CoV emergentes.
Las caracteristicas comunes entre estos virus emergentes incluyen la capacidad de causar
enfermedades graves en humanos pero no en los hospedadores reservorios y el papel
potencial de los hospedadores intermediarios que aumentan las oportunidades de infecciones
humanas (Ruiz-Aravena et al., 2022a). En el caso del MERS los dromedarios jugaron el
papel de hospedador principal (Chan et al., 2015; de Groot et al., 2013; Reusken et al., 2013).
No obstante, se encontré que este virus estaba estrechamente relacionado con los virus
Ty-BatCoV HKU4 y Pi-BatCoV HKUS, descubiertos previamente en el murciélago de
bambu menor (Tylonycteris pachypus) y la pipistrela japonesa (Pipistrellus abramus),

respectivamente en Hong Kong (Chan et al., 2015).

1.2 Origen de pandemia por SARS CoV-2

A finales de noviembre de 2019, cerca del mercado de Huanan, en Wuhan, provincia de
Hubei, China, se describe el primer caso de neumonia por un nuevo CoV, perteneciente al
género beta, que inicialmente fue designado 2019-nCoV por investigadores en China. El 11
de febrero de 2020 fue renombrado como SARS-CoV-2 y la enfermedad se denominé
COVID-19 (Zapatero Gaviria & Barba Martin, 2023). Este virus se expandi6 rapidamente por
todo el mundo ocasionando la pandemia mas importante de los tltimos tiempos. La pandemia
no so6lo tuvo un enorme impacto en la salud publica y la economia mundial, sino que también
condujo a cambios radicales en los habitos sociales y estilos de vida (Decaro & Lorusso,

2020).

El SARS-CoV-2 es un nuevo coronavirus con un probable origen zoonotico, aunque no se
han dilucidado con precision los eventos de contagio. La transmision de animal a humano se
document6 para este y otros coronavirus altamente patdogenos, mientras que la transmision de
humano a animal se documenté unicamente para el SARS-CoV-2. Esta transmision entre
especies ha generado preocupacion ya que los coronavirus pueden adaptarse facilmente a su
hospedador para volverse mas infecciosos y pueden recombinar con coronavirus animales

generando nuevos coronavirus con potencial pandémico (Pagani et al., 2023).

18



Como fuera mencionado previamente, todos los CoV que afectan al ser humano tienen su
origen en diferentes animales, que a su vez pueden infectar a otros animales domésticos y
también a un humano. Esto se ha demostrado mediante la presencia de anticuerpos en dichos
animales (Zapatero Gaviria & Barba Martin, 2023). En el caso del SARS-CoV, el murciélago
en herradura, familia Rhinolophidae, se considerd hospedador natural y principal reservorio

(Lau et al., 2018).

Los estudios iniciales compararon el primer genoma del SARS-CoV-2 con el CoV del
murcié¢lago y comprobaron una identidad de secuencia del 96,2%, porcentaje muy alto pero
sin llegar a 100 (Zhu et al., 2020). Ademas, hasta la fecha no se ha sefialado con claridad cual
pudo haber sido el animal intermediario. Se cree que el virus ha evolucionado en animales
salvajes como la serpiente (Bungarus multicinctus y Naja atra), el pangolin malayo (Manis
Jjavanica), la civeta de las palmeras del Himalaya (Paguma larvata), la civeta de las palmeras
asiatica (Paradoxurus hermaphroditus), o murciélagos como Aselliscus stoliczkanus,

Rhinolophus affinis y Rhinolophus sinicus (C. Li et al., 2020).

1.3 Los murciélagos

Los murciélagos son un grupo unico de mamiferos del orden de los quirdpteros, integrado por
mas de 25 familias y mas de 1400 especies en todo el mundo, excepto en la Antartida
(Anthony et al., 2017a; Wong et al., 2019), y de las cuales unas 300 especies habitan en
Sudamérica (Falcon et al., 2011; Wong et al., 2019). Son los Uinicos mamiferos capaces de
mantener vuelo sostenido y son el segundo grupo mas grande de mamiferos después de los
roedores representando alrededor del 20% de la diversidad de estos. La mayoria de ellos son
nocturnos (activos nocturnos) (Decaro & Lorusso, 2020). Viven en grandes poblaciones de
millones de individuos con una densidad de hasta 3000 murciélagos/m?. Existen pocas
especies que se alimentan de sangre animal, la mayoria son frugivoros o insectivoros. En
Argentina, a la fecha, se han reportado 67 especies pertenecientes a 29 géneros y cinco

familias (Barquez & Diaz, 2020).

Los murci¢lagos son reservorios de tres de los diez grupos de virus de interés pandémico,
segun lo designado por la OMS: henipavirus (virus Nipah y virus Hendra), filovirus (virus del
Ebola y virus de Marburg) y CoV (Letko et al., 2020). Albergan una multitud de CoV vy,

debido a su diversidad y amplia distribucion, son los principales reservorios de virus
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emergentes (Ruiz-Aravena et al., 2022a). Por lo tanto, representan una amenaza potencial
para la salud publica debido a su papel como reservorio natural de muchos virus zoonoticos

causantes de enfermedades graves.

1.3.1 Su rol como principales hospedadores de CoV

Los murciélagos son los principales hospedadores de CoV y su importancia epidemiologica

esta atribuida a diversos factores, incluidos:

(1) su longevidad y estilo de vida, pueden vivir relativamente mucho tiempo y volar para
cubrir grandes areas geograficas, lo que permite la propagacion viral horizontal y vertical
entre los propios murcié¢lagos o entre los murci¢lagos y los humanos/animales (Olival et al.,

2017);

(2) su comportamiento de descanso en grandes cantidades, incluso millones de murciélagos,
en cuevas, arboles y también en edificios construidos por humanos aumenta la transmision

viral entre murcié¢lagos y murciélagos-humanos (Chege, 2015);

(3) al ser los unicos mamiferos voladores poseen caracteristicas metabodlicas también unicas.
El aumento de su temperatura corporal durante el vuelo se asemeja a la respuesta febril de
otros mamiferos y activa el sistema inmunologico. La modificacion de su actividad
metabolica conduce a la tolerancia de una mayor diversidad de virus coexistentes en su

entorno (Canale, 2011; O’Shea et al., 2014);

(4) la relacion e interaccion coevolutiva entre murciélagos y virus permitioé su coexistencia
llegando a un equilibrio. Esto permitié que su sistema inmunoldgico tolerara virus invasores

sin expresar ningun signo clinico (permanecen asintomaticos) (Banerjee et al., 2019).

La adaptacion del sistema inmunologico de los murciélagos para controlar la replicacion viral
depende de una mezcla de factores que incluyen sus multiples inmunoglobulinas, diferentes
respuestas de anticuerpos, interferones, interleucinas y citocinas producidos, reconocimiento
de receptores e incluso respuestas de células T mediadas por células modificadas (Baker

et al., 2013; Skirmuntt et al., 2020).
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Todos estos factores convierten a los murciélagos en reservorios de virus ideales comparados
con humanos y otras especies de mamiferos. Paralelamente, se informo la coinfeccion de
diferentes coronavirus en un mismo murcié¢lago. La tolerancia de los virus en los murciélagos
y la coexistencia de muchos CoV permiten su recombinacion, mutaciones y persistencia, lo
que contribuye a la evolucion de nuevas formas de estos virus (Calisher et al., 2006; Fan

etal., 2019; Wang et al., 2011).

Ademas, también la cria y el comercio de fauna silvestre facilitan la transmision de virus
entre especies al reunir especies en condiciones estresantes y de hacinamiento (Huong et al.,
2020; Shivaprakash etal., 2021; Xiao etal., 2021), mientras que otros comportamientos,
como la caza y la extraccion de guano, facilitan el contacto con patdgenos transmitidos por
murcié¢lagos. La invasion de habitats de vida silvestre y de una presion cada vez mayor,
producto de la expansion de la poblacion humana, y la intensificacion del uso de los recursos
naturales, potencian esta problematica favoreciendo las viremias emergentes (Ruiz-Aravena

et al., 2022a).

1.4 Prevalencia y diversidad de CoV en murciélagos del mundo

Al momento, se han detectado mas de 4.800 secuencias de coronavirus en murcié¢lagos, lo
que representa mas del 30% de todos los virus de murcié¢lagos secuenciados a nivel mundial.
Dado que se han estudiado 543 especies de murci¢lagos, de una diversidad global de 1.435,
para detectar coronavirus, es esperable que la verdadera diversidad de coronavirus de

murcié¢lagos sea mucho mayor (Chen et al., 2014).

La diversidad de coronavirus es el resultado de tres razones principales. En primer lugar, la
infidelidad de la ARN polimerasa dependiente de ARN de los coronavirus deriva en tasas de
mutacion del orden de uno por cada 1000 a 10000 nucleodtidos replicados, lo que los hace
especialmente plasticos. En segundo lugar, como resultado de su cambio aleatorio inico de
plantilla durante la replicacion del ARN, que se cree que esta mediado por un mecanismo de
"eleccion de copia", los coronavirus tienen una alta frecuencia de recombinacion de ARN
homologo. En tercer lugar, como los coronavirus poseen los genomas mas grandes (26,4 a
31,7 kb) entre todos los virus de ARN conocidos, le ha dado a esta familia de virus una
plasticidad adicional para acomodar y modificar genes. Estos tres factores no s6lo han
llevado a la generacién de una gran diversidad de cepas y genotipos de una especie de

coronavirus, sino también al origen de nuevas especies capaces de adaptarse a nuevos
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hospedadores y nichos ecoldgicos, provocando en ocasiones importantes brotes zoondticos

con consecuencias desastrosas (Woo et al., 2009).

En los estudios realizados durante las ultimas décadas en todo el mundo, de los cuatro
géneros de CoV conocidos, solo se han detectado a-CoV y B-CoV en murciélagos. En
contexto global, se han detectado tanto a-CoV como B-CoV en murciélagos en Asia, Europa,
Africa, Australia, América del Norte y del Sur; pero los a-CoV parecen estar mas extendidos
que los B-CoV, y su tasa de deteccion también es mas alta (Wong et al., 2019). Estos virus se
han detectado tanto en hospedadores murci¢lagos frugivoros como insectivoros (Drexler

et al., 2014).

La diversidad de coronavirus que se encuentran en los murciélagos es alta, con mas de 60
especies (mas de 4000 secuencias individuales) detectadas en 13 de los 19 subgéneros

conocidos de Alphacoronavirus y Betacoronavirus (Wong et al., 2019).

La prevalencia de los coronavirus, estimada por la proporcion de murciélagos con ARN viral
detectable en las heces o en hisopos fecales u orales, muestra una alta variabilidad temporal y
espacial (Ruiz-Aravena et al., 2022b). Aunque las tendencias difieren entre los estudios, se
observan consistentemente variaciones estacionales, lo que apunta a posibles roles
mecanicistas de la disponibilidad de recursos, los ciclos reproductivos y el comportamiento
del hospedador (Baldwin, 2022). A grandes rasgos, la prevalencia de CoV en murciélagos
oscila entre el 5% y 25% , con un predominio de a-CoV (Anthony et al., 2017; Bittar et al.,
2020; Goes etal., 2013; Moreira-Soto et al., 2015; Wong et al., 2019; Woo et al., 2006,
2009).

1.5 Prevalencia y diversidad de CoV en murciélagos de América

En paises del Continente Americano, tales como Brasil, Trinidad y Tobago, Costa Rica,
Ecuador, Panama y México, se observd un predominio de o-CoV, promediando una
prevalencia del 7% entre las investigaciones realizadas (Bergner et al., 2021; Bittar et al.,
2020; Carrington et al., 2008; Dominguez et al., 2007; Goes et al., 2013, 2016; Lima et al.,
2013; Moreira-Soto et al., 2015; Osborne et al., 2011).
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En Sudamérica, la mayoria de los estudios se han realizado en Brasil y Peru. En Brasil, se ha
detectado un total de cinco linajes de CoV distintos en solo el 10% de los murci¢lagos locales
(15 especies), y la mayoria de ellos pertenecen a a-CoV (Bittar et al., 2020; Bolatti et al.,
2020). En 2020, se investigo la presencia de ARN de CoV en murciélagos, que viven en areas
urbanas y periurbanas, de dos regiones de Brasil. En este estudio se revelo la presencia de
CoV del género a-CoV en especimenes de ambas regiones (Bittar et al., 2020) al igual que el
estudio de Bueno et al. (Bueno et al., 2022) que informa una prevalencia de 9,6% de a-CoV.
En Pert, se ha obtenido el genoma completo de a-CoV en el murci¢lago hematéfago

Desmodus rotundus (Alves et al., 2021).

1.6 Coronavirus en murciélagos de Argentina

En Argentina no habia informacion acerca de la circulacion de CoV en las especies de
murcié¢lagos que habitan nuestro pais hasta noviembre de 2022 donde se publico la primera
investigacion de la cual se desprende esta tesis (Caraballo et al., 2022) donde informamos una
prevalencia del 8,25% de CoV pertenecientes al género a-CoV y donde no se han detectado

miembros del género [1-CoV.

En Febrero de 2023, un grupo de cientificos argentinos estudio 361 muestras de murci¢lagos
hematofagos, insectivoros y frugivoros de la region de Yungas, provincia de Jujuy,
informando que todas las secuencias virales identificadas pertenecian a miembros del género
a-CoV (Lucero Arteaga et al., 2023). Posteriormente, se investigaron muestras fecales de 47
murcié¢lagos provenientes de tres zonas semiurbanas o altamente urbanizadas de la provincia
de Santa Fe y se identificaron tres nuevos genomas completos y dos secuencias parciales de
0-CoV en Tadarida brasiliensis, y cuatro secuencias parciales de o-CoV en Molossus

molossus (Cerri et al., 2023).

Hasta el momento de la realizacion de este trabajo de tesis no se encontraron otros reportes

sobre CoV en Argentina.
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2. OBJETIVOS

En base a los antecedentes desarrollados, en este trabajo nos proponemos estimar la
prevalencia y diversidad de CoV en murcié¢lagos insectivoros recolectados entre 2019-2021,
asi como poder brindar informacion valiosa con respecto a caracteristicas ecoldgicas y

epidemiolodgicas, que hasta el dia de la fecha no se han reportado.
Entonces, se plantean los siguientes objetivos para esta tesis:
2.1 Objetivo general

Estimar la prevalencia y diversidad de los coronavirus en murci¢lagos insectivoros de

Argentina.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Estimar la prevalencia de los CoV en murciélagos insectivoros de Argentina

recolectados entre 2019-2021.

2.2.2. Determinar la diversidad de los CoV en murciélagos insectivoros de Argentina

recolectados entre 2019-2021.

2.2.3. Establecer la influencia de distintas variables bioldgicas y ecoldgicas en la

positividad de CoV.
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3. MATERIALES
3.1 Muestras

Para este estudio se utilizaron 594 muestras de tejido rectal de murciélagos insectivoros de
Argentina. Las mismas fueron obtenidas en el periodo 2019-2021 y correspondieron a las
siguientes provincias argentinas: Buenos Aires (n=466), La Pampa (n=47), Jujuy (n=6),
Salta (n=10), Tucuman (n=2), Neuquén (n=10), Rio Negro (n=43) y Chubut (n=10). De la
totalidad de las muestras analizadas, 56 fueron unicamente identificadas por provincia, siendo

desconocida la localidad.

Las muestras de tejido rectal fueron provistas por el Servicio de Neurovirosis, Departamento
de Virologia del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran”. El Servicio almacena los murcié¢lagos negativos para el virus de la rabia, que se
reciben en el marco de la vigilancia de esta enfermedad realizada por el Centro de Zoonosis
de Avellaneda (CZA), provincia de Buenos Aires (BAI); y el Instituto de Zoonosis Luis
Pasteur (IZLP), Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA). Los especimenes se identifican
con su numero de registro de ingreso, correspondiendo la letra “A”, a aquellas pertenecientes
al Centro de Zoonosis de Avellaneda + numero-afio de recoleccion y con la letra “P” aquellas
remitidas por el Instituto de Zoonosis Luis Pasteur + nimero-afio de recoleccion. Ademas,
cada una de ellas dispone de la siguiente informacién: fecha de recoleccion, provincia y/o
localidad de origen, sexo, peso, edad e identificacion taxondmica de cada especimen (Ver

anexo 1).

Las especies de murci¢lagos estudiadas fueron las siguientes: Tadarida brasiliensis (n= 385),
Molossus molossus (n= 68), Eumops sp. (n=53), Myotis sp.(n=32), Lasiurus sp. (n=27),
Dasypterus sp. (n=16), Eptesicus sp. (n=9), e Histiotus sp. (n=4).
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4. METODOS
4.1 Procesamiento de la muestra

Inicialmente, se realizd una suspension de las muestras de tejido rectal en un buffer que
contiene isotiocianato de guanidinio, para lograr lisar la mayor cantidad de células del tejido.
Se dejaron en reposo durante 15 minutos, luego se agitaron en un vortex durante 15

segundos, y se centrifugaron 10 minutos a 4°C a 5000 rpm.

4.2 Extraccion del acido nucleico

A partir del sobrenadante obtenido luego del procesamiento de la muestra, se realizo la
extraccion del ARN viral utilizando un kit comercial basado en perlas magnéticas, MagMAX
Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit Thermofisher (Cat N°A42352) en el equipo

automatizado Kingfisher, Thermofisher, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cada muestra fue extraida individualmente colocando 140 ul de sobrenadante en cada pocillo
de la placa de procesamiento y se utilizaron controles de extraccion negativos afiadiendo 140
ul de agua de calidad de PCR, y controles de extraccion positivos afadiendo 140 ul de una
cepa Mebus (diluida 1X107*), correspondiente a coronavirus bovino, remitida por el Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) COD FR7-6/IR 302/17.

4.3 Deteccion y caracterizacion molecular del virus
4.3.1 Deteccion del virus

La busqueda de CoV se realizdo mediante un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real con retrotranscripcion (RT-qPCR) (Muradrasoli et al., 2009). Este ensayo
multiplex denominado pan-CoV RT-qPCR, se basa en la utilizacion de tres sondas con LNA
(locked nucleic acid) (Tabla N°1), que estan marcadas con diferentes fluoroforos y que
cubren las variantes de todos los CoV conocidos a la fecha, permitiendo realizar una
clasificacion provisional de los CoV detectados. Los LNA, aumentan la temperatura de fusion
de las sondas, mejorando de esta manera la afinidad por las secuencias diana (Muradrasoli

et al., 2009) (Fig. 4)
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Sondas Fluordforos

SONDA 1: 5-[ROX]TTG TAT TAT CAGAATGGYGTSTTTYAT

G[EDQ]-3’ ROX
SONDA 2:

5" [FAM]TGTGTTCATGTCWGARGCWAAATGTTGG[EDQ]-3" FAM
SONDA 3: 5'-[JOE]TC TAARTGT T G G GTD G A[EDQ]-3' JOE

Tabla N°1. Sondas utilizadas en la RT-qPCR marcadas con los diferentes fluoroforos.

La RT-qPCR amplificé un fragmento de 179 pb del gen de la polimerasa viral (RdRp). Las
reacciones se realizaron en un equipo ABI 7500 Applied Biosystems utilizando el kit
SuperScript Il Platinum One-Step qRT-PCR Kit (Cat N° 11732-020 Invitrogen), utilizando
los primers 11-FW (5-TGATGATGSNGTTGTNTGYTAYAA-3") y 13-RV
(5'-GCATWGTRTGYTGNGARCARAATTC-3') (Tabla N°2).

Cebadores Posicion en genoma

11-FW: 5-TGATGATGSNGTTGTNTGYTAYAA-3' nt 15467-15670

13-RV:5'-GCATWGTRTGYTGNGARCARAATTC-3' nt 15801 —15825

Tabla N°2. Cebadores utilizados para la RT-qPCR (nt: nucleétidos). Genoma de referencia
SARS-TOR2 (n° acceso a Genbank AY274119).

Ademas la integridad del ARN se comprobd mediante la amplificacion de un gen
constitutivo, beta-actina, una proteina "housekeeping", presente en casi todas las células de
animales. Este paso de amplificacion, proporcion6 evidencia suficiente sobre la calidad de la
muestra para detectar el virus mediante PCR y de esta manera confirmar la ausencia de

inhibidores (Arnaout et al., 2023).
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Figura 4. Alineamiento de las sondas triples con secuencias de cepas de referencia de CoV.
Las regiones conservadas son negras. Las variantes mas frecuentes se muestran en gris. Las
posiciones variables tienen fondo blanco. Las tres secuencias de sonda con codigos de
ambigiiedad [IUPAC se muestran en la parte inferior, las posiciones LNA estan subrayadas

(Muradrasoli et al., 2009).

4.3.2 Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular de los coronavirus detectados se realizdo mediante un segundo
ensayo de RT-PCR-heminested, que permitié amplificar un fragmento del gen que codifica
para la proteina RdRp de aproximadamente 440 pb. El primer round se realiz6 utilizando el
kit SuperScript IlI One-Step RT-PCR System with Platinum Taq high Fidelity DNAPol,
Invitrogen usando los primers F3 (5-GGTTGGGAYTAYCCHAARTGTGA-"3)
(nt-15263-15283) y R3 (5'-CCATCATCASWYRAATCATCATA-"3) (nt-15673-15696).

En el Segundo round se usaron los primers R3 (5'-CCATCATCASWYRAATCATCATA-'3) y
F4 (5-GAYTAYCCHAARTGTGAYAGAGC-3) (nt-15257-15279) tal cual fue descripto por
Watanabe y cols. (Watanabe et al., 2010).

4.3.3 Secuenciacion genética

La secuenciacion nucleotidica se realizd a partir de los productos de amplificacion por el

método de Sanger (Sanger et al., 1977). Los productos de la amplificacion correspondientes a
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una porcion del gen RdRp (440 pb), se purificaron utilizando la enzima ExoSAP-IT (USB
Corporation), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se secuenciaron en
ambos sentidos utilizando el reactivo BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied
Biosystems). La purificacion post secuenciacion se realizé con el kit comercial BigDye
Xterminator (Applied Biosystems) y la electroforesis capilar correspondiente se realizé en el

equipo secuenciador automatico ABI3500 Genetic Analyzer (Hitachi, Applied Biosystems).

4.3.4 Anadlisis filogenético

Las secuencias obtenidas con ambos primers (F4 y R3) se editaron utilizando el software
BioEdit 7.1. Se armaron contigs con ambas secuencias obtenidas con cada primer. Las
secuencias fueron alineadas con el programa CLUSTAL X2. Se utilizaron secuencias de
referencia de los distintos géneros y subgéneros de CoV de acuerdo a la taxonomia vigente

(Comité Internacional de Taxonomia de Virus, https://ictv.global/taxonomy/), que se

descargaron de la base de datos Virus Pathogen Resource (https://www.viprbre.org/). Los
andlisis de distancia se realizaron usando el paquete MEGA 6.0. Para el analisis filogenético
se aplicaron métodos bayesianos incluyendo los coronavirus de murciélagos Argentina en el
contexto de la diversidad total de coronavirus de murciélagos de las Américas y de un dataset
que representa la diversidad global de coronavirus. Para tal fin se estimé el modelo de
sustitucion molecular con MrModeltest v2 (Nylander, 2004), y se llevo a cabo la inferencia
con el programa MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012), utilizando el servidor CIPRES (Miller
etal., 2015). Se corrido un total de SE7 generaciones de cadenas de Markov MonteCarlo
(MCMC), muestreando cada 5000 generaciones, con el modelo GTR+I+G, descartando el

25% inicial de la corrida (fase de burnin).

Las secuencias de nucledtidos descritas en este documento se han depositado en la base de

datos de secuencias de GenBank, nimeros de acceso OP169150 a OP169170 (Anexo 2).

4.3.5 Analisis Estadistico

Para poder estudiar el objetivo 3 de esta tesis, se realizaron analisis estadisticos considerando

las siguientes variables:
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Variables biologicas:

- Sexo: masculino/femenino. Se determina con la observacion de los 6rganos genitales

del espécimen. Variable categorica.

- Peso (gramos). Se obtuvo durante la identificacion taxonomica, pesando a cada

espécimen en balanza. Variable cuantitativa.

- Edad: juvenil y adulto. Se define observando la articulacion interdigital del 4to o 5to

dedo del espécimen. Variable categorica.

- Género: La identificacion taxondémica se realizo en el Servicio de Neurovirosis del
INEI-ANLIS Dr Carlos G. Malbran por profesionales expertos, segun las claves de

identificacion de murcié¢lagos neotropicales (Diaz et al., 2021). Variable categorica.
Variables ecolégicas:
- Estacionalidad: fecha de recoleccion, mes y afio.
- Distribucion geografica: localidad y provincia.

Los resultados obtenidos se registraron en una planilla y fueron analizados usando
herramientas descriptivas de Microsoft Excel y se analizaron con SPSS V 23. Para estudiar la
asociacion entre la positividad de CoV en las distintas especies de murciélagos insectivoros y
las variables biologicas se utilizd regresion logistica (RL) univariada. No se realizo RL
multivariada dado que ningtn p valor de RL univariado resulté menor a 0,200. Se considerd

estadisticamente significativo un p valor menor o igual a 0.005.

Para evaluar la asociacion con las variables ecologicas se realizd un analisis

grafico-descriptivo.
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5. RESULTADOS
5.1 Deteccion viral
5.1.1 Prevalencia

Se analizaron un total de 594 muestras de tejido rectal de murciélagos insectivoros de
Argentina recolectados entre 2019-2021. El virus de CoV se detecté en 49 muestras por PCR
en tiempo real para Pancoronavirus, determinando una prevalencia estimada del 8.25%.
Todas las muestras positivas fueron detectadas con la sonda 1 y/o sonda 3. Ademas, se detectd

en todas las muestras el gen de la proteina beta-actina como control interno.

En la provincia de Neuquén se detectaron 3 de 10 (30%) especimenes positivos. En Rio
Negro, se detectaron 5 de 43 (11.63%) murciélagos, en Chubut 1 de 10 (10%), en Buenos
Aires 25 (9,12%) de 274 muestras, en CABA 14 de 192 (7,29%) y en La Pampa 1 de 47
(2,13%) especimenes. Finalmente, en las provincias de Jujuy, Salta y Tucuméan no se

detectaron murciélagos positivos para CoV.

5.1.2 Variables ecologicas
5.1.2.1 Distribucion geogrdfica

El porcentaje de murcié¢lagos positivos fue, en lineas generales, relativamente similar entre las
distintas provincias analizadas y cercano al valor de prevalencia global de 8.25% (Fig. 5). Sin
embargo en algunos casos se obtuvieron porcentajes de positividad discrepantes. Por ejemplo,
en la provincia de Neuquén, donde el porcentaje de positividad es del 30%; hay que tener en
cuenta que son pocos individuos analizados y el error en la estimacion de la prevalencia es
por ende mayor. El mismo sesgo en el calculo de prevalencia, ocurre en las provincias de
Salta, Jujuy y Tucuman, donde se observa una prevalencia de 0%, y esto también podria ser

resultado de la poca cantidad de individuos muestreados (Fig. 5).

Por el contrario se observa que Buenos Aires fue la provincia mds muestreada, con mayor
nimero de especimenes positivos (25), y dentro de la misma la localidad de la Ciudad

Autoénoma de Buenos Aires (CABA), con 14 especimenes positivos para el virus CoV.
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MUESTREO SEGUN DISTRIBUCION GEOGRAFICA
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Figura 5. Muestreo segun distribucion geografica. En el eje horizontal, se muestran todas las
provincias muestreadas. En celeste se indican el numero de especimenes negativos para el

virus CoV, y en naranja el numero de especimenes positivos para CoV.

5.1.2.2 Distribucion temporal

El periodo analizado en este trabajo comprende los afios 2019, 2020 y 2021. El 86% de las
muestras fueron tomadas en el afio 2020, por lo que fue el afio con mayor nimero de muestras
positivas para CoV. Luego en 2019, se muestrearon el 3% y en 2021 el 11% de las muestras
restantes. La mayor cantidad de especimenes de muestreo y positivos se detectaron entre los

meses de febrero y abril, siendo el pico maximo en el mes de marzo (Fig. 6A).

Seglin las estaciones del afio observamos que dentro del verano (diciembre/marzo) detectamos
la mayor cantidad de CoV en murciélagos (n= 22), luego en el otofio (abril/junio) con 7 CoV
positivos. Tanto en invierno (julio/septiembre) como en primavera (octubre/diciembre)
detectaron 3 muestras positivas. Del total de muestreados, 178 murciélagos no contaban con

este dato en su ficha.
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Figura 6A. Distribucion temporal de muestras positivas y negativas obtenidas en este estudio.
La linea azul indica los especimenes positivos, y la naranja los especimenes muestreados

negativos para el virus CoV.
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Figura 6B. Distribucion temporal de la tasa de positividad de CoV.
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5.1.3 Variables biologicas: sexo, peso, edad y género.

La relacion entre positividad (P) y las distintas variables ecoldgicas se muestran en la tabla
N°3. Se consideraron como variables bioldgicas el sexo, el peso, la edad y el género de cada

especimen estudiado.

Variable |Categoria | Total| Positivos| Negativos % OR IC(:rS)% 915(0;) P=

Sexo Femenino 264 24 240 9.09] 1.164 0.648] 2.091 0.611
Masculino 316 25 292 791 (ref)

Peso (grs) [Media 11.73 10.69 11.81 -l 0.957 0.892] 1.027( 0.223

Edad Adulto 472 42 430 8.90| 1.605 0.702] 3.666( 0.262
Juvenil 122 7 115 5.74| (ref)

Género Dasypterus 16 2 14 12.50| 1.475 0.322] 6.762( 0.617
Eptesicus 9 0 9 - 0 0 0.999
Eumops 53 2 51 3.77] 0.405 0.094] 1.736( 0.224
Histiotus 4 0 4 - 0 0 0.999
Lasiurus 27 0 27 - 0 0 0.998
Molossus 68 8 60 11.76] 1.376 0.608| 3.117( 0.444
Myotis 32 3 29 9.38] 1.068 0.309| 3.689( 0.917
Tadarida 385 34 351 8.83 (ref)

Tabla N°3. Analisis estadistico de las variables bioldgicas. Se presenta el numero de casos
positivos y negativos, el porcentaje de positivos, odd ratio (OR), el intervalo de confianza
(IC), y el valor P. Se consider6 estadisticamente significativo un P valor menor o igual a

0.005.

No se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la positividad para CoV y

ninguna de las variables biologicas analizadas. No se realiz6 RL multivariada dado que

ningun P valor de RL univariado resulté menor a 0,200.
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5.2 Tipificacion viral
5.2.1 Diversidad de CoV

De las 49 muestras positivas por RT-qPCR, se pudieron obtener 21 secuencias parciales de
una longitud de 389 a 576 pb del gen que codifica para la ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) (posicion 1851 a 2426). Las diferencias en el tamafio de los amplicones se
deben a que el primer R3 en algunos casos se adhiere a la hebra molde en dos posiciones
alternativas, produciendo un fragmento corto (389 pb) o uno largo (576 pb). No se han podido
secuenciar el 100% de las muestras detectadas debido a las diferencias entre la sensibilidad y
especificidad en las PCR utilizadas. La PCR real time multiplex utilizada para la deteccion
fue mas sensible que la PCR heminested que se utilizd para la caracterizacion molecular. Esto
es atribuible a que la PCR real time estd dirigida a un fragmento mas corto de
aproximadamente 179 pb y es realizada en solo 1 paso. En cambio, la PCR heminested, que
es la técnica utilizada para la posterior secuenciacion, se dirige a un segmento mas largo, de
aproximadamente 440 pb, que requiere mayor integridad para el éxito en la amplificacion y
también al ser en 2 pasos, se aumenta la posibilidad de amplificar segmentos especificos, los
cuales resultaron secuencias parciales defectuosas y por ese motivo fueron excluidas de esta
investigacion. Todos los CoV detectados fueron a-CoV. Las secuencias fueron utilizadas para

los posteriores analisis filogenéticos.

En el analisis filogenético se observo que los CoV detectados en este trabajo se agrupan en
dos clados A y B dentro del género a-CoV (Fig. 7), en la figura se observan también los siete
clados del A al G descriptos en la bibliografia anteriormente entre los a-CoV de murciélagos

americanos (Caraballo, 2022).
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Figura 7. Arbol filogenético de CoV en murciélagos del continente americano. Se observan
los 4 géneros conocidos Alphacoronavirus (a-CoV) en color amarillo, Betacoronavirus
(B-CoV) en color fucsia, Gammacoronavirus (y-CoV) en color celeste y Deltacoronavirus
(0-CoV) en color verde. A su vez en el género a-CoV, se sefialan los 7 clados existentes de la
A-G. Las secuencias obtenidas en este estudio se muestran con un asterisco (*).
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En el clado A observamos 2 linajes, uno compuesto mayoritariamente por murcié¢lagos del
género Molossus de Brasil, a los que se agregan los de Argentina (este trabajo), y el otro linaje
con variantes de Tadarida brasiliensis (TB) argentinas descubiertas en este estudio, que se

asocian con un clado de Eptesicus fuscus de EEUU (Fig. 8).
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Figura 8. Arbol filogenético del clado A. Se observan todas las secuencias que componen
este clado, incluidas Molossus y Tadarida brasiliensis, detectadas en este estudio. Los
rectangulos grises a la derecha del arbol indican el pais donde fueron detectadas (A,
Argentina; B, Brasil; U, Estados Unidos).
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Dentro del clado B, podemos observar un subclado que esta compuesto predominantemente
por la especie 7. brasiliensis, de Brasil y EEUU, relacionados con los CoV detectados en
murci¢lagos argentinos (este estudio) que parecen mantener una misma variante. Aqui
mismo, la muestra A479, perteneciente a la especie Myotis sp, se encuentra relacionada
dentro de este subgrupo compuesto por TB argentinos, lo que explicaria un posible spillover
del virus CoV. Ademas, las 3 muestras pertenecientes a Molossus, se relacionan entre si
formando un grupo monofilético dentro del clado de Tadarida lo que indicaria un salto de

hospedador (Fig. 9).

De la misma manera en este clado, se observa la muestra P207-20 de Myotis sp argentino
relacionado dentro de otro subclado compuesto por todos los Myotis sp de Canada y EEUU.
Es destacable el gran largo de ramas entre la muestra argentina y las de Norteamérica, que

indica que aun cuando quedan agrupadas tienen un alto grado de divergencia genética.
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Figura 9. Arbol filogenético del clado B. Se observan todas las secuencias que componen
este clado, incluidas Molossus, TB y Myotis, detectadas en este estudio. Los rectangulos
grises a la derecha del arbol indican el pais (A, Argentina; B, Brasil; C, Canada; U, Estados
Unidos).
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Los resultados de este trabajo se muestran en la siguiente tabla:

RT HN
N° N° N° Filogeni
Familia Género Especie testeadas | detectadas | secuencias a Clado
Vespertilionidae | Dasypterus ega 16 2 (S3) 0 - -
Molossidae Eumops | patagonicus 4 0 0 - -
Molossidae Eumops | glaucimus 1 0 0 - -
Molossidae Eumops | bonaerensis 6 1(S1) 0 - -
Molossidae Eumops sp. 42 1 (S1-3) 0 - -
Vespertilionidae | Eptesicus | diminutus 5 0 0 - -
Vespertilionidae | Eptesicus furinali 4 0 0 - -
Vespertilionidae | Lasiurus | blossevilli 15 0 0 - -
Vespertilionidae | Lasiurus cinereus 8 0 0 - -
Vespertilionidae | Lasiurus sp. 4 0 0 - -
Vespertilionidae | Histiotus sp. 4 0 0 -
Molossidae Molossus | molossus 68 10 (S1-3/S3) 4 a-CoV | AyB
Vespertilionidae |  Myotis sp. 30 3 (S1-3) 2 a-CoV B
Vespertilionidae | Myotis levis 2 0 0 -
Molossidae Tadarida | brasiliensis 385 32 15 a-CoV |AYB

Tabla N°4. Tabla resumen de los resultados obtenidos. Numero de especimenes estudiados en
este trabajo, incluido familia, género y especie; diversidad y clado. Numero de secuencias
obtenidas y entre paréntesis (X) se describe la sonda (S1: sonda 1, S3: sonda 3) con la cual
fue positivo por el primer método de deteccion para Pancoronavirus qRT-PCR. RT: Real
Time. HN: hemi-nested.

Aquellas provincias que tuvieron especimenes con CoV positivos se muestran en la figura 10
y dentro de ellas observamos graficos de torta indicando la diversidad de los CoV. Se observa
que la mayoria fueron del clado B (color naranja). En Neuquen, Rio Negro y La Pampa la
diversidad fue 100% del clado B. En la provincia de Buenos Aires, y especificamente en la

localidad de CABA se observa un resultado similar con respecto a que la mayoria son del
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clado B, pero también podemos encontrar una minoria de clado A (color azul). En cambio, en

la provincia de Chubut, la diversidad fue 100% del clado A.
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Figura 10. Mapa de la Republica Argentina donde se observan las provincias de muestreo.
En los graficos de torta, se muestran las especies que fueron positivas para CoV (Ta:
Tadarida brasiliensis, Mo: Molossus molossus, My: Myotis sp.), en color azul se indica
aquellos CoV pertenecientes al clado A y en color naranja los CoV pertenecientes al clado B.
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6. DISCUSION

La aparicion reciente de los brotes de enfermedad respiratoria por los coronavirus
SARS-CoV, en 2002 (Chan-Yeung & Xu, 2003; Chow etal., 2003; W. Li etal., 2005) y
MERS-CoV, en 2012 (Chan etal., 2015; de Groot et al., 2013; Middle East Respiratory
Syndrome Coronavirus (MERS-CoV), s. f.; Reusken et al., 2013) ha provocado un interés
creciente en esta familia de virus, ya que afectaron a humanos y se identificaron como

eventos zoonoticos, causados por murciélagos y camellos respectivamente.

En el 2020, el coronavirus SARS-CoV2 fue el causante de la pandemia que afect6 a miles de
personas en el mundo. Se ha sugerido que su reservorio podrian ser los murci¢lagos
(Andersen etal., 2020b; Cui etal., 2019; Pagani etal., 2023). La perturbacion de los
ecosistemas naturales y semi-naturales, la explotacion de la vida silvestre y la creciente
conectividad global han aumentado los riesgos de la emergencia y propagacion rapida de
nuevas enfermedades infecciosas (Mohapatra & Menon 2022). Debido a esto, los CoV son un
motivo de preocupacion de futuros eventos zoonoéticos que podrian afectar la salud publica.
En la actualidad, existe el desafio de especificar los determinantes ecologicos y evolutivos de
la emergencia viral (Caraballo et al., 2022) que nos permitan predecir los brotes de futuras

ZOONOSIS.

En el presente estudio hemos determinado que la prevalencia promedio de CoV en
murcié¢lagos insectivoros de Argentina es del 8.25%. En Argentina, Lucero Arteaga y cols,
publicaron un prevalencia del 4% en una poblacion de murciélagos hematofagos, insectivoros
y frugivoros de la provincia de Jujuy y La Pampa (Lucero Arteaga et al., 2023). A nivel
regional en paises tales como, Brasil, Trinidad y Tobago, Costa Rica, Ecuador, Panamé y
Meéxico, la prevalencia observada se encuentra alrededor al 7% (Bergner et al., 2021; Bittar
et al., 2020; Carrington et al., 2008; Dominguez et al., 2007; Goes et al., 2013, 2016; Lima
et al., 2013; Moreira-Soto et al., 2015; Osborne et al., 2011). En resumen la prevalencia de
CoV puede considerarse que es baja y sus variaciones estan influidas por las diferentes

especies de murciélagos estudiadas y los factores ecologicos asociadas a las mismas.
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En este trabajo de tesis se analizo un amplio rango de especies de murci¢lagos pertenecientes
a una region importante del pais, en la cual se detecté unicamente a-CoV tal como se ha

descripto para toda la region de las Américas (Hernandez-Aguilar et al., 2021).

Si bien las mayores epidemias de coronavirus fueron causadas por B-CoV, existen a-CoV
humanos (229E y NL63) que han tenido gran diseminacion entre la poblacion, aunque con
efectos leves en la salud (Cui etal., 2019). En consecuencia, es posible suponer que el
potencial nocivo de los coronavirus circulantes en Argentina, en tanto son Unicamente
a-CoV, son de preocupacion menor a los de otras regiones, por ejemplo, del sudeste asiatico
donde hay una alta prevalencia de B-CoV. No obstante, la vigilancia permanente es necesaria
dado que existe una multiplicidad de linajes de a-CoV que podrian saltar a las personas e

iniciar cadenas sostenidas de transmision.

El analisis filogenético realizado en esta investigacion reveld que los a-CoV hallados se
distribuyen en dos clados no relacionados, denominados A y B (Fig 7). Estos resultados se
complementan con la diversidad hallada en la provincia de Santa Fe, donde los investigadores
generaron tres nuevos genomas completos de CoV (Tb1-Tb3), dos secuencias parciales en 7.
brasiliensis, y cuatro secuencias parciales adicionales en M. molossus (Cerri et al., 2023) y su
andlisis filogenético mostrd que los nuevos CoV eran todos del género a-CoV. La variante
Tbl se agrupd en el clado A (Figuras 7 y 8), junto con otras secuencias de oa-CoV
identificadas en este trabajo en individuos de 7. brasiliensis, mientras que las variantes Tb2 y
Tb3 se agruparon en el clado B (Figuras 7 y 9), también estrechamente relacionadas con
muestras de 7. brasiliensis de este trabajo, lo que demuestra que estas variantes son
mantenidas en simultaneo en distintas regiones del pais. Ademas, en nuestra investigacion es
notable que tanto Molossus como Tadarida estan representados por linajes presentes en
ambos clados (Fig 8 y 9), por lo que se deduce que mantienen ambas variantes en
simultaneidad. Sin embargo, es de destacar el hecho de que en el clado A las variantes de
estas especies de moldsidos no estan directamente relacionadas, mientras que en el clado B el
linaje de Molossus se desprende del de Tadarida. Este resultado se interpreta como un salto
de hospedador, donde Tadarida es el hospedador donante, mientras que Molossus es el
receptor. Este salto de hospedador es plausible dado que Tadarida y Molossus son taxones
que comparten buena parte de su distribucion geografica, y también comparten el nicho
ecoldgico, ya que ambos son géneros de murciélagos insectivoros sinantropicos y son

propensos a compartir refugios de especies mixtas (Bastiani et al., 2012; Voigt et al., 2015).
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Esta asociacion fue confirmada previamente mediante el analisis de la secuencia de CoV de
muestras fecales de un refugio de maternidad donde cohabitan Molossus molossus y Tadarida

brasiliensis en Brasil (Lima et al., 2013).

En esta investigacion estudiamos la asociacion entre la positividad de CoV en las distintas
especies de murciélagos insectivoros de Argentina a través de la asignacion de variables
bioldgicas como el sexo, edad, peso y género. No se encontrd asociacion estadisticamente
significativa para ninguna de las variables analizadas. Estos resultados son congruentes con
investigaciones previas en las que se estudio la influencia de estos factores en la infectividad
de CoV en distintas especies de murcié¢lagos y regiones geograficas. Por ejemplo, en
Tailandia se estudi6 la positividad de CoV en murciélagos de la especie Pteropus lylei y los
factores como edad, ubicacion, sexo o estacion del afo y los resultados concluyeron que la
infectividad no se correlacionaba con ninguno de estos factores, salvo con la presencia de
especimenes juveniles (edad), coincidiendo con estudios de Alemania (Gloza-Rausch et al.,
2008), Ghana (Meyer et al., 2024) y EEUU (Osborne et al., 2011). Estos estudios refuerzan
la hipdtesis de que los juveniles al ser mas susceptibles a la infeccion por CoV actiian como
propagadores manteniendo el virus dentro de las colonias (Wacharapluesadee et al., 2018). Si
bien en el presente trabajo de tesis no se encontrd relacion entre la positividad y la edad de
los murciélagos, esto puede deberse a que el nimero de juveniles estudiado fue relativamente
bajo (122 juveniles de un total de 594 murciélagos estudiados), ya que la estrategia de
muestreo no implico capturar juveniles en las colonias (menos aun lactantes), y estos menos

propensos a hallarse en el exterior, y por lo tanto a ser remitidos a los centros de zoonosis.

Por otro lado, en el analisis estadistico descriptivo de frecuencias relativas, no pudimos
encontrar asociacion entre la positividad para CoV y la estacion del afio, ya que como se
observa en el figura 6B la tasa de positividad exhibe un comportamiento erratico, debido a
que el muestreo no es homogéneo entre los distintos meses del afio, contiene un sesgo,
ademas de no cumplir con el tamafio muestral necesario para dicho analisis. A pesar de que
en el analisis estadistico descriptivo de frecuencias absolutas (Fig. 6A) se observa un
aumento de casos positivos hacia los meses entre febrero y abril, alcanzando el pico maximo
en marzo, esto se debe a que durante esos meses hubo una mayor cantidad de especimenes
estudiados, y no a un aumento en la tasa de positividad. Esto es coherente con la temporada

de los meses calidos (verano/otofio) en el hemisferio sur, donde en esta época la poblacion es
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mas numerosa y existe un mayor contacto con el hombre, los machos estdn mas activos

sexualmente y las hembras estan prefiadas o con crias (Bastiani et al., 2012).

Aunque esta investigacion hace una contribucion relevante al conocimiento de los CoV en
Argentina, y en el contexto de la diversidad de CoV conocida, es importante tener en
consideracion las limitaciones metodologicas de esta aproximacion. Por un lado, el hecho de
tener un muestreo incompleto de las regiones geograficas y de la diversidad de potenciales
hospedadores, hace que no podamos descartar la circulacion de otros CoV (ej: f-CoV) en el
pais. Por otra parte, las muestras provienen de un muestreo por conveniencia (muestras
remitidas para diagnostico de rabia) en lugar de un muestreo aleatorio a campo. Esto produce
dos sesgos. El primero es un sesgo hacia especimenes enfermos o alterados por su modo de
captura, que indirectamente influyen en el resultado final de deteccion. El segundo sesgo
tiene que ver con que es mas probable que se remitan animales de especies sinantropicas.
Estos factores derivados de la estrategia de muestreo inciden sobre la estimacion precisa de la
prevalencia, y podrian diferir de un célculo sobre un muestreo al azar tomado en poblaciones
naturales. Es posible que entre las variables ecoldgicas y biologicas analizadas, también se
haya producido un sesgo, dado que hay factores que afectan la prevalencia de los CoV y que
no han podido ser medidos por no tratarse de poblaciones naturales, tales como el tamafio de
la colonia, la densidad poblacional y la composicion de la colonia. Ademas, en el caso de las
variables ecologicas solo se pudo realizar un analisis grafico-descriptivo dado a que no

contamos con la cantidad necesaria de muestras positivas.

También, las secuencias con las que realizamos el andlisis filogenético, son secuencias
parciales de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), lo que afecta la resolucion
filogenética y puede enmascarar procesos como la recombinacion. A pesar de esto, esta
metodologia ha dado buenos resultados a la hora de detectar presencia, diversidad y
relaciones filogenéticas de los CoV circulantes en todo el mundo (Watanabe et al., 2010),

pero también sabemos que no reflejan la historia evolutiva completa y tampoco permite el

estudio de recombinacién de estos virus (Cerri et al., 2023).
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CONCLUSIONES

En este trabajo de tesis realizamos la deteccion y caracterizacion molecular de los
coronavirus en murciélagos insectivoros de Argentina, durante el periodo 2019-2021. Se
realizd una estimacion de la prevalencia que hasta el momento no se habia reportado
arrojando un valor de 8,25%, y se estudio su diversidad concluyendo que todos los virus
circulantes detectados fueron a-CoV distribuidos en dos clados, A y B. Finalmente, se
estudio la relacion de positividad entre los coronavirus y las variables biologicas y ecologicas
de cada espécimen, resultando que no hubo asociacion estadisticamente significativa entre
ellas, pero no obstante se encontrd un pico en los meses calidos, que coincide con una mayor

frecuencia de individuos activos entre las poblaciones.

Esta investigacion hace un aporte relevante para el conocimiento de la diversidad y de
epidemiologia de los coronavirus en el pais y en la region. A futuro, podria ser
complementada aumentando el rango de hospedadores y regiones estudiadas, asi como

ampliando el foco del analisis, por ejemplo, desde una perspectiva genomica.
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9. ANEXOS

ANEXO 1. Tabla con datos de ID de muestra, afio y fecha de recoleccion, provincia,
localidad, género, especie, sexo, edad y peso de cada especimen positivo para CoV. M

(masculino), F ( femenino), juv (juvenil), ad (adulto). ND (no disponible).

ID | Afio | Fecha Provincia Localidad Género Especie |Sexo [Edad | Peso
21.02.20
A379]2020 20 Buenos Aires Balcarce Tadarida |brasiliensis| M | juv | 7.84
A817]2020 ND Buenos Aires | Ex. de la Cruz | Molossus | molossus | F | juv |14.32
24.07.20
A929]2020 20 Buenos Aires Chivilcoy |Dasypterus ega M | juv | 9.86
P111
-21 12021 ND CABA CABA Tadarida \brasiliensis| F | juv | 6.53
P12512020 ND ND ND Tadarida |brasiliensis| F | juv | 5.63
27.01.20
P17612020 20 CABA CABA Tadarida \brasiliensis| F | juv | 9.67
31.01.20
P20512020 20 CABA CABA Molossus | molossus | F | juv | 7.99
26.02.20
A39412020 20 Buenos Aires Escobar Molossus | molossus | M | ad |9.41
Loma de
A404] 2020 ND Buenos Aires Zamora Molossus | molossus | F ad |13.38
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A415(2020 ND Buenos Aires Merlo Tadarida |brasiliensis ad | 8.15

A436( 2020 ND Buenos Aires Olavarria Tadarida |brasiliensis ad |9.21
06.03.20

A479(2020 20 Buenos Aires San Isidro Myotis sp. ad | 6.00
06.03.20

A488]2020 20 Buenos Aires | Berazategui | Molossus | molossus ad [17.00
06.03.20

A49912020 20 Buenos Aires | San Fernando | Tadarida |brasiliensis ad |10.00
06.03.20 Gral

A500] 2020 20 Buenos Aires | Pueyrredon | Tadarida |brasiliensis ad |10.50
11.03.20

A53312020 20 Buenos Aires Moroén Tadarida |brasiliensis ad [10.50
11.03.20

A54112020 20 Buenos Aires La Plata Molossus | molossus ad [17.00
12.03.20

A54512020 20 Buenos Aires Ezeiza Molossus | molossus ad [15.00
13.03.20

A553]2020 20 Buenos Aires Lujan Eumops Sp. ad |14.50
13.03.20 Gral

A563]2020 20 Buenos Aires | Pueyrredon | Tadarida |brasiliensis ad | 9.50
18.03.20 bonaerensi

A59412020 20 Buenos Aires | Avellaneda Eumops s ad |17.31
12.03.20

A604]2020 20 Buenos Aires Tigre Myotis Sp. ad | 7.00
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30.03.20

A620(2020 20 Buenos Aires |Gral Rodriguez| Molossus | molossus ad [19.50
A637
b |[2020 ND Buenos Aires San Martin Tadarida |brasiliensis ad |13.50
08.04.20
A641]2020 20 Buenos Aires San pedro  |Dasypterus ega ad [12.00
06.04.20
A65412020 20 Buenos Aires Morén Tadarida |brasiliensis ad |12.50
A854(2020 ND Buenos Aires Saladillo Tadarida |brasiliensis ad |13.23
P104 02.02.20
-21 12021 21 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad [10.00
P113 05.02.20
-21 12021 21 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad [ 13.2
27.01.20
P16412020 20 CABA CABA Molossus | molossus ad [ 6.98
27.01.20
P16612020 20 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad | 8.58
29.01.20
P196| 2020 20 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad |9.01
P19712020 ND CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad [ 9.07
31.01.20
P20712020 20 Neuquén Neuquén Myotis Sp. ad | 3.73
P364 15.04.20
-21 12021 21 Chubut Trelew Tadarida |brasiliensis ad [ 8.12

65




07.04.20

P507 (2020 20 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad |12.35
21.04.20

P53412020 20 Buenos Aires Moreno Molossus | molossus ad |14.88

P22612020 ND CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad | 8.85
04.05.20

P55212020 20 La Pampa Santa Rosa Tadarida |brasiliensis ad |6.75
11.12.20

P91912020 20 Neuquén Neuquén Tadarida |brasiliensis ad | 6.00

P47212020 ND ND ND Tadarida |brasiliensis ad [13.63
18.12.20

P93412020 20 Rio Negro Las Grutas Tadarida |brasiliensis ad |12.96
27.01.20

A63712020 20 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad | 7.41

P108

-19 12019 ND CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad [11.50

06.05.20

P55912020 20 CABA CABA Tadarida |brasiliensis ad [13.57
30.09.20

P75512020 20 Rio Negro Viedma Tadarida |brasiliensis ad | 9.30
30.09.20 San Antonio

P75612020 20 Rio Negro Oeste Tadarida |brasiliensis ad |10.00
13.10.20

P77812020 20 Rio Negro Viedma Tadarida |brasiliensis ad |11.06
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P176
-21 12021 ND CABA CABA Tadarida |brasiliensis| M ad | 8.50

ANEXO 2. Tabla de secuencias detectadas en este estudio con su numero de acceso,
publicadas en la base de datos Genbank.

Numero de
Ne° acceso Nombre de secuencias

Alphacoronavirus sp. isolate A379 RNA dependent RNA polymerase
1 OP169150 |(ORF1lab) gene. partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate A415 RNA dependent RNA polymerase
2 OP169151 |(ORFElab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate A479 RNA dependent RNA polymerase
3 OP169152 |(ORFElab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate A488 RNA dependent RNA polymerase

4 OP169153 |(ORFlab) gene. partial cds

Alphacoronaviry D olate A

5 OP169154 |(ORFlab) gene. partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate A637 RNA dependent RNA polymerase
6 OP169155 |(ORFlab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P111_20 RNA dependent RNA polymerase
7 OP169156 |(ORFlab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P113_21 RNA dependent RNA polymerase
8 | OP169157 [(ORFlab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P125 RNA dependent RNA polymerase (ORF1ab)
9 OP169158 |gene. partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P164 20 RNA dependent RNA polymerase

10 OP169159 |(ORElab) gene. partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P176 20 RNA dependent RNA polymerase
11 OP169160 [(ORFlab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P196_20 RNA dependent RNA polymerase
12| OP169161 [(ORFlab) gene. partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P197 20 RNA dependent RNA polymerase
13| OP169162 |(ORFlab) gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P205_20 RNA dependent RNA polymerase
14| OP169163 RF1 n rtial

Alphacoronavirus sp. isolate P207_20 RNA dependent RNA polymerase
15 OP169164 RF1 n rtial

Alphacoronavirus sp. isolate P364 21 RNA dependent RNA polymerase

16 OP169165 [(ORFlab) gene. partial cds

17 OP169166 Alphacoronavirus sp. isolate PS07 RNA dependent RNA polymerase (ORF1ab)
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gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P534 RNA dependent RNA polymerase (ORF1ab)

18 | OP169167 [gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P552_20 RNA dependent RNA polymerase
19| OP169168 RF1 n rtial

Alphacoronavirus sp. isolate P919 RNA dependent RNA polymerase (ORF1ab)
20 | OP169169 |gene, partial cds

Alphacoronavirus sp. isolate P934 RNA dependent RNA polymerase (ORF1ab)
21 OP169170 |[gene. partial cds
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