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APRESENTACAO

No tempo em que vivemos hoje, onde uma pandemia causada por um virus
transformou toda a rotina mundial, é importante esclarecer um pouco mais sobre
esses microorganismos tao temidos.

A Coletanea Nacional “A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude
Humana, Animal e do Ambiente” é um e-book composto por 4 artigos cientificos,
revisdes e investigacdes sobre doencas ja conhecidas da sociedade, levando em
consideracdo que 0s novos virus inspiram novos cuidados, mas n&o substituem
0s que ja devem ser habituais, referentes a tratamento e monitoramento de outras
enfermidades.

Para preencher o tempo com conhecimento durante o isolamento social e
contribuir para ampliar o entendimento, desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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CAPITULO 4
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi
identificar o virus da cinomose canina (CDV) e
0 parvovirus canino (CPV) em casos suspeitos
no hospital veterinario da UFRRJ (HV-UFRRJ).
Amostras de urina e swab retal foram coletados
para a triagem molecular de CDV e CPV,
respectivamente. As técnicas de RT-PCR e PCR
foram realizadas para a amplificagcdo parcial
do genoma de CDV (nucleoproteina, 287pb) e
CPV (helicase, 583pb). Durante o periodo do
estudo, 57 animais suspeitos de infec¢ao pelo
virus da cinomose canina e 33 de infeccao
por parvovirus. Desses, 24/57 (42,11%) foram
positivos para CDV e 15/33 (45,5%) foram
positivos para CPV. Nos meses de marco a
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agosto, que correspondem a época mais amena do ano no estado do Rio de Janeiro,
foi observada uma maior positividade em casos suspeitos de cinomose. No caso de
infecc@o por parvovirus, a distribuicdo de casos por ano nao apresentou diferenca
significativa, exceto no ano de 2016, de marco a agosto, quando 10 dos 20 casos
suspeitos foram confirmados. Dos animais positivos para qualquer uma das doencas,
28 (71,79%) néao tinham historico de vacina e 11 (28,21%), segundo os tutores, foram
vacinados com pelo menos uma dose da vacina polivalente. Todos os animais positivos
para CPV tinham idade inferior a 12 meses. Para infeccédo por CDV, 41,67% estavam
abaixo e 58,33% acima de 12 meses, mostrando ampla distribuicdo nas diferentes
faixas etarias. Das seis amostras de CPV submetidas ao sequenciamento genético,
quatro foram do bi6tipo CPV2b e duas do bi6tipo CPV2c, sendo o ultimo identificado
recentemente no Brasil e ausente na vacina comercializada no pais. Foi constatado
gue animais vacinados desenvolvem infeccdo por CDV e CPV, o que refor¢a a
necessidade de estudos de prevaléncia e vigilancia em hospitais veterinarios.
PALAVRAS-CHAVE: cinomose, parvovirose, diagnostico molecular, epidemiologia

PREVALENCE OF CANINE DISTEMPER VIRUS AND PARVOVIRUS IN DOGS
ATTENDED AT THE VETERINARY HOSPITAL OF UNIVERSIDADE FEDERAL
RURAL DO RIO DE JANEIRO (HV-UFRRJ)

ABSTRACT: The aim of this study was to detect canine distemper virus (CDV) and
canine parvovirus (CPV) in suspected cases at the veterinary hospital of veterinary
school in UFRRJ (HV-UFRRJ). Urine and retal swab samples were collected for
the CDV and CPV molecular screening, respectively. RT-PCR and PCR techniques
were performed for partial genome amplification of CDV (nucleoprotein, 287bp) and
CPV (helicase, 583bp). During the period of the study, 57 animals suspected of
being infected with canine distemper virus and 33 of parvovirus infection. Of these,
24/57 (42.11%) for CDV and 15/33 (45.5%) were positive for CPV. In the months
of March to August, which correspond to the mildest time of the year in the state of
Rio de Janeiro, a higher positivity in suspected cases of distemper was observed.
In the case of parvovirus infection, the distribution of cases per year did not show
significant difference, except in the year 2016, from March to August, when 10
of 20 suspected cases, were confirmed. Of the animals positive for either disease,
28 (71.79%) had no vaccine history and 11 (28.21%), according to owners, were
vaccinated with at least 1 dose of the polyvalent vaccine. All positive animals for CPV
were aged under 12 months old. For CDV infection, 41.67% were under and 58.33%
were over 12 months old, showing a wide distribution in the different age groups.
Of the six CPV samples submitted to genetic sequencing, four were of the CPV2b
biotype and two of the CPV2C biotype, the last being recently identified in Brazil and
absent in the vaccine marketed in the country. Vaccinated animals have been verified




to develop both CDV and CPV infection, which reinforces the necessity of prevalence

and surveillance studies in veterinary hospitals.

KEYWORDS: distemper, parvovirus, molecular diagnosis, epidemiology

INTRODUGCAO

O virus da cinomose (CDV) é um virus envelopado com genoma tipo RNA

pertencente ao género Morbillivirus da familia Paramyxoviridae (Rendon-Marin

et al., 2019). A cinomose canina € uma enfermidade de ocorréncia mundial e a

patogenicidade da infeccdo pode variar de acordo com a espécie (Martinez-

Gutierrez; Ruiz-Saenz, 2016). A espécie mais acometida € a canina doméstica,

porém o virus pode infectar outras espécies canideas selvagens, assim como 0s

procionideos e grandes felideos (Zhang et al., 2017). Na Familia Mustelidae os

furdes sdo altamente sucetiveis a infeccdo e mesmo uma carga viral baixa é letal

para essa espécie (Vries et al., 2017; Wyllie et al., 2016). A infeccao ja foi relatada

em outras espécies como em guaxinins, gambas, hienas e civetas (Rendon-Marin

et al., 2019).

O CDV pode ser transmitido por aerossois oriundos de secrecdes oronasais,

urina e, menos frequentemente, fezes. Também pode ocorrer a infeccdo

transplacentéria (Beineke et al., 2009). No Brasil, alguns relatos clinico-patologicos

e soroldgicos indicam a presenca da infec¢cdo na populacéo canina (Aguiar; Paes,
2012; Dezengrini 2007; Headley et al., 2009; Rosa, 2012). Surtos tém sido relatados
em paises da Europa e Estados Unidos (Kapil et al., 2008; Martella et al., 2004).

A cinomose acomete mais frequentemente cdes em idades de 3 a 6 meses

devido ao decréscimo dos anticorpos maternos neste periodo que favorecem o

periodo de janela imunolégica (Wyllie et al., 2016). Os animais infectados podem

desenvolver inicialmente sinais clinicos sistémicos que podem evoluir para sinais

neurologicos (Sykes, 2013). Variagées na duragao e gravidade da doenca tém sido

reveladas em animais naturalmente infectados e estao associados a viruléncia da

cepa viral, condicbes ambientais, idade e resposta imune individual do hospedeiro

(Beineke et al., 2009). Secrecbes 6culo-nasais mucopurulentas, tosse, prostracao,

febre e anorexia sdo os sinais clinicos mais comumente observados (Wyllie et al.,

2016). Diarreia, vémito, hiperqueratose de coxins e pustulas ventrais também podem

ser observados (Headley et al., 2018; Beineke et al., 2009). O CDV pode migrar

para o sistema nervoso central e causar sinais neurolégicos como convulsodes,

mioclonias, nistagmo, paralisia de membros e progressao para o6bito (Beineke et

al., 2009).

O sucesso no diagnostico laboratorial do CDV depende da amostra coletada,

da fase da infecgdo e da técnica eleita. Amostras de urina séo facilmente coletadas
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e possuem alta carga viral, principalmente na fase sistémica, além de encontra-se
o antigeno até semanas pos-infeccdo. Técnicas moleculares, como a RT-PCR e
a qRT-PCR sao mais sensiveis e especificas se comparadas aos testes rapidos
imunocromatograficos de rotina (Budaszewsky et al., 2014).

O parvovirus canino (CPV) é um virus ndo envelopado com genoma tipo DNA
pertencente ao género Protoparvovirus carnivoro da familia Parvoviridae (Kelman
et al., 2020). Dois genétipos de CPV (CPV-1 e CPV-2) ja foram identificados sendo
que um deles apresenta trés bibdtipos ja caracterizados (CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c)
que estdo associados a miocardite e gastrenterite em animais com idades entre 6
semanas e 6 meses de idade (de Oliveira et al., 2019; Streak et al., 2009). Desde
os primeiros relatos da doenca no Brasil, o CPV vem se mantendo na populacéao
canina do pais e diversos estudos tém demonstrado a sua presenca em varias
regides, com prevaléncia variando em 60% da populacéo suspeita (Jaune et al.,
2019; Castro et al., 2011; Costa et al., 2005; Pinto et al., 2012). O CPV é altamente
infeccioso e a infeccao geralmente ocorre por exposicao as fezes por contato direto
oronasal ou indireto por intermédio de fébmites ou ambientes contaminados (Kelman
et al., 2020). As fezes de um animal infectado pelo CPV possuem alta carga viral
e por isso é a amostra de eleicdo para a deteccao da infeccao pelos métodos de
identificagcdo de antigeno e de DNA viral (de Oliveira et al., 2018).

A parvovirose canina caracteriza-se por uma enterite grave, com anorexia,
vémitos, diarreia hemorragica sanguinolenta fétida, desidratacao severa, leucopenia
e pode evoluir para quadros de choque hipovolémico e/ou endotéxico. E comum a
infeccdo bacteriana oportunista e se ndo tratado precocemente o animal pode vir a
6bito (de Oliveira et al., 2019; Jaune et al., 2019).

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Embora existam vacinas eficazes para o controle de algumas viroses
veterinarias e de potencial zoon6tico, surtos e epidemias em populagdées animais
e humanas ainda representam um problema sanitario e de saude unica. O contato
interespécies é favorecido pela expansao urbana e pode favorecer a emergéncia
de novas variantes virais e 0 seu monitoramento pode contribuir para um maior
conhecimento a respeito da epidemiologia destes virus, assim como auxiliar nas
acdes de prevencao e controle. Nas ultimas décadas, as técnicas moleculares
vém se apresentando como alternativa ao diagnéstico convencional e para
estudos epidemioldgicos de viroses veterinarias, uma vez que, apresentam maior
sensibilidade e especificidade comparadas as técnicas da virologia classica. Além
disso, possibilitam a caracterizagdo molecular de variantes, para fins de vigilancia




epidemiologica e estudos de evolugéo viral.

O Estado do Rio de Janeiro conta apenas com laboratérios particulares para

fins de diagnéstico de viroses que acometem animais domésticos. A padronizacao

de técnicas moleculares contribui ndo somente com o diagndstico propriamente

dito, mas também com o levantamento do perfil epidemiolégico regional o qual

favorecera as estratégias de prevencao e controle de doencgas infecciosas animais,

tais como a cinomose e a parvovirose canina. Devido as falhas vacinais atreladas

ao periodo de janela imunolégica e ao estilo de vida do animal, ambas doencas

ainda sdo muito prevalentes em cées do Brasil, especialmente naqueles que vivem

livremente ou confinados em locais como canis e abrigos de adocéo.

O objetivo do estudo foi detectar mediante técnicas de RT-PCR e PCR os

genomas do CDV e CPV, respectivamente, bem como analisar a prevaléncia destas

viroses em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro (HV - UFRRJ). Ademais, objetivou-se sequenciar as possiveis

amostras positivas para o CPV de modo a se comparar as cepas virais circulantes

com a cepa vacinal.

MATERIAL E METODOS

Cinquenta e sete amostras de urina e 33 swabs retais foram coletados de caes

atendidos do Hospital Veterinario da UFRRJ com suspeita de infec¢cao pelo CDV

e/ou CPV, respectivamente, durante o periodo de Novembro de 2015 a Julho de

2017. As mesmas foram encaminhadas ao Laboratério de Viroses Veterinarias do

Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UFRRJ e armazenadas

resfriadas e/ou congeladas. As amostras foram processadas em suspenséo (10%)

utilizando-se tampéao Tris/Ca++ 0,01 M.

A extracao de rotina de RNA do CDV e do DNA do CPV foi efetuada utilizando-
se 0 QlIAamp viral RNA kit (Qiagen™) de acordo com a recomendacéao do fabricante.

Para amplificacéo parcial dos genomas foram utilizados os protocolos sugeridos por

Frisketal. (1999) parao CDV (RT-PCR para amplificacdo daregido da nucleoproteina,

287bp) e por Buonavoglia et al. (2001) para o CPV (PCR para amplificacdo da regiéo

da helicase, 583bp). Posteriormente, para realizar a confirmacdo de que houve

amplificacao do produto, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%)

corados com SYBR Green (100x) e visualizados em transiluminador de luz UV.

Alguns produtos obtidos da amplificacdo do CPV foram eleitos para a purificacdo

e posterior sequenciamento genético utilizando-se o DYEnamic ET Dye Terminator

Kit (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Dados referentes a idade, sinais clinicos e status vacinal foram coletados

individualmente em formuléario epidemiolégico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 57 amostras coletadas de cées suspeitos de infec¢do pelo CDV, 24/57
(42,11%) foram positivas. Ja para o CPV, 15/33 (45,45%) das amostras de fezes
foram positivas. O gel de agarose a 1% com alguns produtos da RT-PCR para o
diagndstico de cinomose canina pode ser visualizado na figura 1.

Figura 1: Produto da amplificacdo por RT- PCR em gel de agarose 1% para o CDV. Canaleta
1: marcador de peso molecular Biorad; Canaletas: 2,4,5,9,10,11: amostras positivas; Canaletas
6,7,8,12: amostras negativas; Canaleta 13: controle positivo; Canaleta 3: controle negativo.

Guedes e et al. (2010) coletaram amostras de 101 caes com suspeita de
cinomose em clinicas particulares na cidade de Belém-PA, durante o periodo de
agosto de 2007 a novembro de 2008. Deste total, 30,6% (31/101) amostras foram
positivas nos testes imunocromatograficos de deteccao do antigeno viral. Fontana
(2012) analisou amostras de caes da regidao metropolitana de Cuiaba - MT para o
diagnostico do parvovirus por PCR e encontrou 54% (27/50) das amostras positivas,
corroborando assim com a frequéncia de amostras positivas encontradas neste
estudo.

Todos os animais suspeitos de infeccdo pelo CPV apresentaram diarreia
sanguinolenta acompanhada ou nao de episédios de vémitos, o que corroborou com
estudo realizado por Kilian et al. (2018). Ja4 os animais suspeitos de infeccao pelo
CDV apresentaram sinais sistémicos e/ou neuroldgicos diversos, como secrecdes
Oculo-nasais, tosse, dispneia, inapeténcia, convulsdes, mioclonias e paralisia de
membros. Estas alterac¢des clinicas também foram observadas em aninais infectados
com o CDV em estudo realizado por Garde et al. (2013).

Nos meses de Marco a Agosto, que correspondem a época de temperaturas
mais amenas do ano no estado do Rio de Janeiro, foi observada uma maior frequéncia
de casos suspeitos de cinomose. Entretanto, para parvovirose a frequéncia de
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casos por ano nao apresentou uma tendéncia para a sazonalidade, exceto no ano
de 2016, onde no periodo de Marco a Agosto, de 20 casos suspeitos, 10 foram
confirmados. Segundo Borba e colaboradores (2002) a ocorréncia da cinomose
canina independe da sazonalidade. Entretanto, algumas pesquisas relataram o
aumento da ocorréncia nos meses de inverno, com o0 maior pico no més de setembro
(Headley; Graga, 2000; Freitas Filho et al., 2014). A predominéncia de casos durante
o inverno pode ser justificada pelas baixas temperaturas e alta umidade as quais
favorecem a sobrevida do virus no ambiente e a sua replicagdo no organismo do
animal, causando principalmente quadros de pneumonia (Headley; Graga, 2000).

Do total de cées positivos para alguma das duas enfermidades, 28 (71,79%)
nao apresentaram histérico vacinal e 11 (28,21%) foram vacinados com pelo menos
uma dose da vacina polivalente. Tudury et al. (1997) demonstraram uma ocorréncia
de 18,52% (15/81) para animais vacinados que adoeceram, contrapondo os 70,37%
(57/81) dos caes nao vacinados e os 11,11% (9/81) dos caes que receberam apenas
uma dose da vacina. Santos et al. (2012) avaliaram 582 fichas de caes atendidos na
clinica médica veterinaria do UNIFOR-MG com o diagnostico de cinomose. Neste
86,4% (19/22) dos caes nao eram vacinados e 13,6% (3/22) eram vacinados. Ja
Budaszewski et al. (2014), observaram que 12,2% dos cées infectado com o CDV
apresentaram protocolo de vacinagao completo, 58,6% protocolo incompleto e em
29,2% dos infectados o tutor ndo soube informar dados sobre o protocolo vacinal.
Desta forma, protocolos vacinais incorretos podem justificar falhas na resposta
imune e, consequentemente, suscetibilidade a infeccao viral. Em estudo realizado
por Battilani et al. (2019), dos 123 cdes com parvovirose, 32,5% (40/123) eram
vacinados, 43,1% (53/123) nao eram vacinados, 3,3% (4/123) tinham falhas no
protocolo de vacinacéo e em 21,1% (26/123) dos casos o tutor n&o soube informar
acerca do status vacinal. A vacinagdo dos suscetiveis ainda é a melhor maneira
de prevencao da cinomose e da parvovirose canina e estudos sobre as cepas
circulantes no Brasil sdo necessarios para se pesquisar a eficacia da cobertura
vacinal e possiveis escapes vacinais.

Dos 24 animais positivos para o CDV deste estudo, 41,67% tinham idade
inferior a 12 meses e 58,33% tinham idade superior a 12 meses, mostrando ampla
distribuicdo nas diferentes faixas etarias. Em estudo realizado por Headly e Graca
(2000), 62,8% (157/250) dos animais positivos para o CDV possuiam idade inferior
a 18 meses. Todos os 15 animais positivos para parvovirose tinham idade inferior a
12 meses de idade, o que condiz com o estudo realizado por Battilani et al. (2019),
onde 82,9% (102/123) dos animais positivos para a parvovirose tinham idade
inferior a 12 meses. Os resultados encontrados por Biezus et al. (2018) também
corroboram com o presente estudo uma vez que identificaram 90,79% de cées com
menos de 12 meses infectados com o CPV.
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O sequenciamento genético de 6/15 amostras de CPV foi realizado e
evidenciaram 4/6 sendo do bibtipo CPV2b e 2/6 do bi6tipo CPV2c. O objetivo da
pesquisa acerca da cepa viral circulante é de se descobrir possiveis escapes vacinais
0s quais podem justificar a infeccdo em animais vacinados. O biétipo CPV2c do foi
descoberto mais recentemente em amostras clinicas brasileiras (de Oliveira et al.,
2018).

CONCLUSAO

A cinomose e parvovirose foram enfermidades de expressiva ocorréncia em
caes atendidos no HV-UFRRJ. Auséncia ou falhas de protocolos vacinais foram
fatores que predisporam a infeccdo. Os bidtipos encontrados na analise molecular
do CPV indicam a presenca de cepa circulante diferente da cepa da vacina comercial
sugerindo assim a ocorréncia de escapes vacinais.
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