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KURISSIO, J.K. Isolamento viral e diagnéstico molecular de herpesvirus
canino. Botucatu, 2013,72 p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Resumo

O herpesvirus canino (HVC-1) causa doenga infecto-contagiosa que
acomete cdes em todo o mundo. E considerado o responsavel por causar
problemas reprodutivos, respiratérios, oculares, alteracbes neuroldgicas
podendo levar a morte neonatos e adultos imunossuprimidos. Assim, o
presente trabalho teve como objetivos isolar o HVC-1 a partir de amostras
bioldgicas, padronizar uma técnica diagnostica para detecgdo do herpesvirus
canino, verificar a presenca de caes infectados no estado de S&o Paulo e
comparar 3 modificagdes na técnica de diluicdo limitante em relagdo a
quantificacdo molecular pela gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction).
Para isso, foram coletadas 139 amostras sangue, fragmentos de 6rgaos de 12
neonatos que foram a ébito e 5 amostras de suabes de secregado genital, de
animais provenientes de canis e domicilios. Apds a obtencdo do DNA das
amostras colhidas, foram submetidas a qPCR e snPCR (seminested
Polymerase Chain Reaction) para o teste de detecgdo do HVC-1. Foi
encontrada positividade em nove foram amostras de sangue e em fragmentos
de 6rgdos de um animal, as amostras de secregbes genitais foram todas
negativas. O isolamento viral foi realizado a partir de fragmento de rim. As
células infectadas apresentaram efeitos citopaticos compativeis com as do
HVC-1. As amostras positivas foram sequenciadas apresentando identidade de
100% com o HVC-1 (Genbank ™: X75765). As técnicas moleculares para a
deteccdo do agente mostraram-se sensiveis e especificas, tanto a snPCR
como a qPCR. Nessas técnicas foi possivel detectar até 15,35 copias/ pyL de
DNA de amostras de sangue e 1,15 copias/ug de tecido. O uso de técnicas
moleculares possibilitou a deteccao de infecgdes ativas por HVC-1 com étimo
limiar de deteccao. No entanto, mais estudos s&o necessarios para conhecer a
epidemiologia da infeccao do HVC-1 na populagao canina no Brasil.

Palavras chaves: Herpesvirus canino, diagnéstico, cdo, qPCR; snPCR,

isolamento viral.



XVii

KURISSIO, J. K. Viral isolation and molecular diagnosis of canine
herpesvirus. Botucatu, 2013, 72 p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

Abstract

The canine herpesvirus (CHV-1) causes contagious disease affecting dogs
worldwide. It is considered the responsible for cause reproductive problems,
respiratory, eyes, neurologic changes may lead to death newborns and
immunocompromised adults. Therefore, our study aimed to isolate CHV-1 from
biological samples, standardize a diagnostic techniques for the detection of
canine herpesvirus, verify the presence of infected dogs in Sdo Paulo state and
compare three modifications in the technique of limiting dilution in relation to
molecular quantification to qPCR (by quantitative PCR to determine the viral
titer). Thus, we collected 139 blood samples, organ’s fragments from 12
neonates death and 5 genital secretions samples with swabs of animals from
kennels and households. After obtaining the DNA from samples were
accomplished the qPCR (quantitative PCR) and snPCR (seminested PCR)
assay for detection of CHV-1. It was found positivity in nine blood sample and
organ’s fragments of an animal, the genital secretions samples were all
negative. The viral isolation was performed from kidney. The infected cells
showed cytopathic effects compatible with the CHV-1. Positive samples were
sequenced showed 100% identity with the CHV-1 (Genbank™: X75765). The
molecular techniques for detection agent were sensitive and specific, both the
snPCR as the gPCR. In these techniques was enabled to detect DNA 15.35
copies/mL of blood samples and 1.15 copies/ug of tissue. The use of molecular
techniques allowed the detection active infections of of HCV-1 with optimal
detection limit. More studies are needed to understand the infection

epidemiology of CHV-1 in the canine population in Brazil.

Keys words: canine herpesvirus, diagnosis, gPCR, snPCR; viral isolation, virus.
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1. Introducao e Revisao de Literatura

1.1. Introdugao

A deteccao e identificagao de virus em amostras clinicas em cultivo celular
constituiram uma das primeiras formas de identificagcado viral. A propagagao do
agente em cultura de células permite que pequenas quantidades de particulas
virais sejam detectadas, amplificadas e caracterizadas. O isolamento em cultivo
celular é considerado a prova ouro em alguns diagnésticos virolégicos (BLUM e
WEIBLEN, 2007). O advento da PCR possibilitou a detec¢gdo dos agentes, de
forma rapida e sensivel de amostras clinicas (VRIONI et al., 2007).
Principalmente em relacdo ao tempo e custo, e em se tratando de alguns
agentes, em que o seu isolamento é fastidioso e depende de varios fatores
para o seu crescimento em meios de culturas celulares (LELAND e LANDRY,
2010). Mesmo que o isolamento ocorra com sucesso dependera de técnicas
moleculares ou outros métodos para confirmar a sua identificagéo.

A infeccdo pelo herpesvirus canino é considerada uma enfermidade
endémica em muitos paises, onde estudos realizados comprovam a sua
existéncia e persisténcia em animais infectados (LEDBETTER, 2013). No
Brasil, foram confirmados apenas dois casos da infeccdo e Obitos nesses
animais infectados (AVILA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). A baixa
casuista pode ser devida a poucas técnicas diagndsticas disponiveis para
detectar a infeccdo. A falta de diagndsticos em animais infectados pode
prejudicar o controle e prevencédo da doenga, contribuindo para a propagag¢ao

do agente entre os individuos susceptiveis.

1.2. Herpesvirus

A familia Herpesviridae inclui os virus isolados de varios hospedeiros

incluindo peixes, anfibios, aves, mamiferos e alguns invertebrados (THIRY et
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al.,, 2007). Baseado em caracteristicas biologicas, tropismo tecidual e
organizagcdo gendmica, os herpesvirus séo classificados em trés subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvinae (KARLIN, et al.,
1994).

Os herpesvirus incluidos na subfamilia dos alphaherpesvirus apresentam
uma variabilidade de espécies de hopedeiros, com ciclo replicativo curto, rapida
disseminagcdo em cultura, destruicdo eficiente das células infectadas e
capacidade de estabelecer infecgdes latentes em ganglios sensoriais
(ROIZMANN et al, 1992; SPEAR e LONGNECKER, 2003). Muitos
alphaherpesvirus seguem uma via de infec¢ao primaria em células epiteliais de
mucosa ou trato respiratério variando quanto a infectividade no hospedeiro
natural. Em seguida, deixam estes sitios para invadir o sistema nervoso
periférico (SNP), estabelecendo a infecgéo latente, nos quais podem ocorrer
episodios recorrentes e leves da doenga (HONESS e WHATSON, 1977;
ROIZMANN et al., 1993). A entrada do herpesvirus € um processo complexo,
portanto requer multiplas glicoproteinas e cada qual € multifuncional. Cada
glicoproteina pode se ligar a multiplos receptores, interagindo com outras
glicoproteinas e /ou alterar a conformacéo e induzir a fuséo de membrana
(CONNOLY et al., 2011; JONHSON e BAINES, 2011; METTENLEITER, 2004).
As proteinas que determinam a viruléncia pelos alfaherpesvirus sédo as
glicoproteinas do envelope, as enzimas codificadas pelo virus (timidina
quinase, ribonucleotideo redutase, proteina quinase e exonuclease alcalina) e
as proteinas do capsideo. A enzima timidina quinase (TK) foi o primeiro fator de
viruléncia reconhecido em herpesvirus (ZANELLA e FLORES, 1995).

Dentro da subfamilia Alphaherpevirinae encontram-se 0s géneros
Simplexvirus e Varicellovirus.

Os membros do género Varicellovirus sao amplamente encontrados em
hospedeiros mamiferos. Alguns podem ter reagdo cruzada sorologicamente,
indicando relagbes antigénicas entre estes virus (MANNING et al., 1988; KING
et al, 2012).

O herpesvirus canino € um dos membros do género Varicellovirus. O
HVC-1 foi primeiramente, isolado em cultura de célula primaria, cultivada de
neonatos com infecgdo aguda, que apresentaram alteracbes hemorragicas

(CARMICHAEL et al., 1965). Em outros relatos, foram observadas alteragdes
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citopaticas de forma espontdnea em cultura de célula primaria DKTC (Dog
Kidney Tissue Culture) de caes aparentemente saudaveis. Essas alteragdes
foram identificadas como sendo devido ao HVC-1 (SPERTZEL et al., 1965;
SMITH et al., 1970). A partir destes achados, outros estudos surgiram
correlacionando o HVC-1 a infecgdes causando problemas reprodutivos,
respiratorias, oculares e morte neonatal (CARMICHAEL et al, 1969; POSTE,
1972; RONSSE et al, 2004; VERSTEGEN et al., 2008; LEDBETTER et al.,
2009; KAWAKAMI et al., 2010).

Os virions sao envelopados, variando de 120 a 300nm de diametro e
genoma total de 128 Kilobases (LUST et al., 1974). O HVC-1 contém DNA de
fita dupla, dentro de um capsideo icosaédrico e uma camada de material
amorfo, o tegumento, localizado entre o envelope e o capsideo (ROIZMANN et
al., 1992).

O HVC-1, como os alphaherpesvirus, apresentam dois ciclos replicativos
distintos: a infecgdo aguda (ciclo litico) e a infecgao latente. A replicagao litica
ocorre nos locais de penetragdo do virus no hospedeiro (vias oronasais e
genitais) e em neurdnios (MIYOSHI et al., 1999). A infeccédo latente ocorre
principalmente em neurénios de ganglios sensoriais (principalmente trigémio e
lombossacrais) e 6rgaos linféides. Nesse caso, ocorre interrupgao do ciclo
replicativo, ndo havendo a expressdo génica, producdo de proteinas virais,
replicagcdo do genoma ou da progénie viral, podendo permanecer inativo no
nucleo dos neurdnios por toda a vida do animal (FRANCO e ROEHE, 2007).

1.3. Epidemiologia

A infecgdo pelo HVC-1 esta distribuida mundialmente em caes
domésticos e canideos selvagens. Infec¢gdes adquiridas naturalmente em caes
sao relatadas em todo o mundo e consideradas endémicas em muitos paises
(RONSSE et al., 2004).

O HVC-1 nao é estavel no ambiente, por se tratar de um virus
envelopado, sao rapidamente inativados por fatores fisicos e/ou quimicos

ambientais. No entanto, podem ser mantidos na natureza pela sua persisténcia
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em hospedeiros caninos e serem disseminados diretamente pelos animais
infectados (BLUM e WEIBLEN, 2007; GREENE, 2012).

A transmissdo do HVC-1 pode ocorrer pelo contato direto ou indireto dos
neonatos com secregdes oronasais e vaginais durante ou logo apds o parto, ou
ainda, pela via transplacentaria no periodo gestacional (RONSSE et al., 2005).

Entre os caes, o HVC-1 pode ser eliminado pelas vias oronasal, genital e
orogenital (RONSSE et al., 2005).

Em levantamentos de soroprevaléncia, a detecgdo de anticorpos contra
HVC-1 demonstra a presencga do agente de forma cosmopolita, a figura 1 indica
os paises onde foi detectado a presenga do HVC-1 e estudos realizados de
soroprevaléncia do agente. Em alguns paises, foram observados indices
elevados de animais positivos em relagao a deteccéo de anticorpos. A tabela 1
apresenta os paises em que foram realizados estudo de levantamento de
soroprevaléncia do HVC-1 (LEDBETTER, 2013). E ainda, acrescentando aos
dados da tabela 1, o levantamento realizado na Lituania por MUSAYEVAL, et
al., 2013 em que obtiveram soropositividade em 85 % em animais de canis e
15% em domiciliados, e SEO et al. (1994), que verificaram média de 37% de
soroprevaléncia na Coréia do Sul (variando de 18 até 70% dependendo da

regidao avaliada).

TABELA 1 - Os paises onde foram realizados os levantamentos de
soroprevaléncia de HVC-1 e a taxa de soropositividade.

Pais Soroprevaléncia de HVC-1

Emm Suécia 100%
El= Reino Unido 93-94%
wf= Finlandia 82%
Sf&s Noruega 80%
Turquia 39-72%
B B Beéigica 46-50%
B B Franca 43%
= Holanda 42%

Eslovaquia 36%

Italia 28%
® | Japao 22-26%

Argentina 23%
e I 21%
g Suica 19%
== FEstados Unidos 6%

Fonte: (LEDBETTER, 2013).
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FIGURA 1 - Paises onde foram detectados a presenga do herpesvirus canino. Os paises onde foram realizados levantamentos de
soroprevaléncia em caes para HVC-1 (marcadores azuis) e paises em que foram relatados casos de HVC-1 (marcadores vermelhos), dentre
eles o Brasil (OLIVEIRA et al., 2009; AVILA et al., 2011); Chile (NAVARRO et al., 2005), Alemanha (SCHULZE e BAUGARTNER, 1998):
Australia (REUBEL et al., 2002) e Nova Zelandia (LEDBETTER, 2013). Observa-se que os estudos de soroprevaléncia estdo concentrados nos

paises da Europa ocidental.



1.4. Patogenia e sinais clinicos

O virus pode ser re-excretado periodicamente pelos animais
latentemente infectados, para o ambiente sendo disseminado para os animais
susceptiveis (POULET et al., 2001; VERSTEGEN et al., 2008). A via ocular
pode se tornar uma porta de ingresso do virus, que se estabelece em ganglios
sensoriais oculares, causando afec¢des oculares (LEDBETTER, 2013). A
replicagéo viral pode ocorrer inicialmente em nasofaringe, trato genital, tonsilas,
linfonodos retrofaringeo e bronquial, e conjuntiva (GREENE, 2012). A viremia
pode ocorrer associada a infeccao de células reticuloendoteliais e disseminada
de forma sistémica em outros 6rgaos como figado, rins tecidos linfaticos,
pulmdes e sistema nervoso central (FRANCO e ROEHE, 2007).

Em cadelas infectadas, nos estagios iniciais de gestagao pode ocorrer
reabsor¢cdo embrionaria e infertilidade. Através da passagem transplacentaria,
o virus pode causar abortamentos, mortalidade neonatal em filhotes de até 3
semanas, ou nascimento de filhotes fracos com dificuldades de
desenvolvimento (DAHLBOM et al, 1998).

Os neonatos acometidos podem apresentar vocalizagées constantes,
dores abdominais, anorexia, diarréia, dispnéia, alteragdes neuroldgicas e
oculares, seguido de prostracdo, levando a “sindrome do filhote enfraquecido”
(LOPEZ, 2009; FRANCO e ROEHE, 2007). O periodo de incubacéo é de 6 a
10 dias. A morte por ocorrer apdés 1 a 3 dias do aparecimento dos sinais
clinicos, podendo se prolongar de 6 a 9 dias, em infecgdes experimentais
(CARMICHAEL et al., 1965a ; PERCY et al.,, 1968). Em cées adultos, a
infeccdo é referida como leve ou inaparente, associada a laténcia viral. No
entanto, infec¢des sistémicas fatais tém sido relatadas em caes adultos e
atribuido a condigcbes ou tratamentos imunossupressores. Esses animais
apresentaram sinais clinicos inespecificos ou mascarados pela terapéutica
(MALONE et al., 2010; GADSDEN et al., 2012). Em estudo com a infecgcéo
experimental, foi relatado que os animais apresentaram alteragdes
respiratérias, descarga seronasal, pirexia e diarréia (KAWAKAMI et al., 2010).
Os animais infectados que debelaram infeccdo aguda podem apresentar

sequelas em sistema nervoso central (SNC), pulmdo e rim (PERCY et al.,
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1971). O HVC-1 também pode causar infecgdes no trato respiratorio e
apresentar quadro semelhante ou associados a parainfluenza canina,
adenovirus canino tipo 2, virus da cinomose canina ou infec¢des bacterianas
(LOPEZ, 2007; PATEL e HELDENS, 2009; KAWAKAMI et al., 2010 GREENE,
2012).

1.5. Diagnéstico

O diagnéstico pode ser realizado por meio de exames pos-mortem, de
imunofluorescéncia direta realizada pela impressao de fragmentos de 6rgaos
(como figado, pulmdo e linfonodo), achados de necropsia, exames
histopatoldgicos e isolamento viral a partir de amostras de tecido, como
pulmbes e rins (FRANCO e ROEHE, 2007). As lesdes caracteristicas nas
necropsias sao: focos hemorragicos, pontos de necrose disseminados em
pulmao, figado e rim, congestdo pulmonar difusa, esplenomegalia e esplenite
hemorragica aguda, meningoencefalomielite n&o-supurativa focal e
ganglioneurite (CARMICHAEL et al., 1965; PERCY et al., 1971).

A infeccdo HVC-1 também pode ser detectada através de anticorpos
produzidos durante a infecgdo. No entanto, caes com infeccdo por HVC-1
desenvolvem anticorpos neutralizantes detectaveis entre 7 a 14 dias, atingindo
picos de elevacdo até 21 dias (TAKUMI et al.,, 1990; POULET et al., 2001)
Apos este periodo, entram em declinio e baixos titulos podem ser detectaveis
por varios meses ou até 2 anos (GREENE, 2012; LEDBETTER, 2013).

Assim, diferentes ensaios sorologicos tém sido utilizados para detectar
animais infectados pelo HVC-1, entre eles o teste de soroneutralizagdo ou virus
neutralizagdo por anticorpos, ensaio imunoenzimatico ou ELISA (Enzyme-
linked  Immunobsorbent  Assay), inibicio da hemaglutinagdo e
imunofluoréscencia indireta (RONSSE et al., 2002; BABAEI| et al.,, 2010;
CARMICHAEL, et al., 1965b). No teste de virus neutralizacdo & avaliada até
qual diluicao do soro é capaz de evitar o aparecimento do efeito citopatico
frente a uma quantidade conhecida de virus, para um sistema de células
permissivas. Esses ensaios sdo trabalhosos, mas tém a vantagem de grande

especificidade. O ELISA é menos laborioso, sendo considerado o método de
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escolha para detectar anticorpos anti-HVC-1, por ser sensivel e especifico
(RONSSE et al., 2002; READING e FIELD,1998). No entanto, o processo de
testes e os resultados subsequentes sdo inteiramente dependentes da
presenca de um controle adequado e da padronizagdo prévia do ensaio
(READING e FIELD, 1998). Ronsse et al., 2005, obsevaram a necessidade de
repetir testes sorolégicos dos animais avaliados para confirmar a infeccéo,
devido as rapidas alteragdes sorologicas de soroconversao.

Na PCR, sequencias definidas do genes de agentes infecciosos
podem ser detectados a partir de pequenas quantidades de amostras. A PCR
pode ser suficientemente sensivel para detectar o baixo numero de cépias do
genoma viral e considerada util na pesquisa do herpesvirus latente (BURR et
al., 1996; DECARO et al., 2010). Os dados resultantes podem ser usados nao
somente para fins diagnosticos, mas também avaliar os efeitos ou intervencgdes
geradas sobre os agentes infecciosos na populagdo (LIMBERY e THOMPSON,
2012). Dessa forma, a PCR tem sido empregada em varios estudos no
diagnodstico da infeccdo causada pelo herpesvirus canino (LEDBETTER, 2013;
HOLST et al., 2012; GADSDEN et al., 2012).

1.6. Controle e Profilaxia

Devidos as varias caracteristicas patogénicas do virus, o HVC-1 pode
causar problemas reprodutivos e perdas econdémicas elevadas nos canis
(PRAVIEUX et al., 2007). A dificuldade de diagnéstico (exceto em neonatos
que foram a o6bito) e a falta de medidas preventivas e terapéuticas tém sido
responsaveis pela baixa conscientizagcdo e preocupacdo de veterinarios no
controle da doencga.

Tem sido disponivel somente nos paises europeus, a vacina de
subunidade purificada da glicoproteina B do antigeno herpesvirus canino
(estirpe F205). Esta vacina é utilizada somente em cadelas no periodo de
reprodugdo, com o objetivo de evitar perdas das ninhadas durante a gestacgao
pelo HVC-1 e desenvolver a imunidade protetora dos filhotes (EURICAN
HERPES 205). As vacinas para herpesvirus caninos nao estao disponiveis e
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acessiveis no mercado brasileiro, dificultando o controle e a profilaxia da
doenca. POULET et al.,, 2001, avaliaram o efeito da vacinagdo em cadelas
antes da prenhéz, e observaram a auséncia de efeitos adversos no
desempenho reprodutivo, na taxa de prenhéz, no numero de fetos e filhotes
viaveis. A vacinagao resultou na soroconversao nas cadelas e altos titulos de
anticorpos neutralizantes. N&do houve casos de doengas pelo HVC-1 no grupo
vacinado, sendo constatado também por PRAVIEUX et al. (2007).

A erradicagao de HVC-1 é impossivel (DAHLBOM et al.,2009; GREENE,
2012). Tendo em vista que a fonte de infeccdo muitas vezes ndo é identificada.
Para minimizar os riscos de problemas reprodutivos deve-se evitar o contato de
cadelas gestantes com outros caes, manutengao da higiene, limpeza do canil,
e o controle vacinal das fémeas em reproducao (RONSSE et al., 2004).

Técnicas de diagnosticos baseados na PCR e o controle vacinal podem
auxiliar médicos veterinarios e criadores, na prevencdo de alguns dos
problemas relacionados a infeccao pelo HVC-1 (POULET et al., 2001).
Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento dessas técnicas, para o
diagnostico da doenga nos animais infectados, cuja apresentagao clinica é
considerada branda, inespecifica ou mesmo subclinica.

No Brasil ha poucos dados sobre a frequéncia da infeccao pelo HVC-1 e
ha somente alguns relatos publicados. O diagndéstico do herpesvirus canino
nesses casos descritos foi através de imunofluorescéncia direta (OLIVEIRA et
al., 2009) e por isolamento viral (AVILA et al., 2011) associados a alteracdes
anatomopatolégicas, sem a identificacdo do agente. Por isso, o0 presente
trabalho tem como objetivos detectar o herpesvirus canino a partir de amostras
biolégicas e padronizar uma técnica diagndstica, segura e confiavel, para a
identificacdo do herpesvirus canino. Além de realizar o isolamento viral do

agente, para avaliar a caracterizagdo e comportamento in vitro.
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2. Objetivos

Padronizar técnicas moleculares para a detecgdo e diagnostico de
herpesvirus canino, dentre elas a PCR e gqPCR utilizando o gene da regiao de
timidina quinase e glicoproteina B.

Isolar o herpesvirus canino e realizar a caracterizagdo molecular por
sequenciamento parcial do DNA viral.

Comparar 3 ensaios de titulagao viral por diluicdo limitante.
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3. Material e Métodos

3.1. Amostras biolégicas

3.1.1. Localidades

As amostras coletadas foram de canis e caes domiciliados proveniente
de municipios do estado de S&o Paulo, dentre as cidades: Aracatuba,
Aragoiaba da Serra, Biritiba Mirim, Campinas, Pardinho, Piratininga e Sao
Bernardo do Campo. O numero de amostras coletadas e as respectivas a

localidades estao descritas na tabela 2

TABELA 2 - Localidades onde foi realizada as coletas das amostras

Canil Localidade N°Animais Amostras Amostras Suabes
de sangue  de drgdos genitais

1 Botucatu 35 30 5 2

2 Pardinho 6 6 0 1

3 Arealva 1 1 0 0

4  Aracgoiaba da Serra 25 25 0 1

5 Campinas 0 0

6 Sao Bernardo do 0 0

Campo

7 Aracatuba 17 12 5 1

8 Piratininga 32 30 2 0

9 Biritiba Mirim 26 26 0

Total 151 139 12 5

3.1.2. Fluidos corpoéreos

Foram obtidos num total de 156 amostras de fluidos corpdreos sendo
151 amostras de sangue e 5 suabes. As amostras sanguineas foram colhidas
por venopuncao da jugular ou cefalica dos caes, em tubos com anticoagulante

EDTA. Em animais que apresentaram alteracbes ou secrecdes genitais foram
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colhidas amostras destas secrecbes com auxilio de suabes estéreis e em

seguida mantidas em PBS com pH 7,4.

3.1.3. Fragmentos de 6rgaos

Em casos de filhotes neonatais que vieram a 6ébito, foram realizadas
necropsias para coleta de fragmentos de 6rgdo e avaliagdo das alteragdes
anatomopatolégica macroscépicas. Assim, foram obtidos fragmentos de
orgaos de 12 animais. Dentre os 6rgaos colhidos estdo: cérebro, linfonodos,

pulméao, figado, baco, rins e intestino.

3.2. Extracao de DNA total

Foram utilizados 200 pL das amostras de sangue e secregao genital para
realizar a extragdo de DNA utilizando o Kit lllustra™ blood genomicPrep Mini
Spin (GE Healthcare), conforme instrucées do fabricante. Em amostras de
orgaos foram pesados 20 mg do fragmento de tecido, em seguida macerados
com auxilio do mixer manual, os DNAs foram extraidos utilizando o Kit Wizard®
SV Genomic DNA Purification System (Promega), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Todas as amostras de DNAs foram mantidas
congeladas a -20°C, até o momento do processamento da reagdao de

amplificagao.

3.3. Amplificagcao de DNA

Os oligonucleotideos iniciadores ou primers empregados durante o
processo de padronizagado estdo descritos na quadro 1, para a regidao dos

genes que codificam o fragmento de DNA do HVC-1.



QUADRO 1 - Oligonucleotideos para HVC-1 testados
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Primer Sequéncia Posicao | Produto Regiao alvo e Referéncia
numeros de
acesso no
Genbank™
CHV-For' ACAGAGGTTGATAGAAGAGGTATG 439-465 136 bp Glicoproteina B | Decaro et.al. ,
CHV-ReV' CTGGTGTATTAAACTTTGAAGGCTTTA | 548-574 HQ846625.; 2010.
AF 361073;
CHV1(S)? | TGCCGCTTTTATATAGATG 283-301 494 bp Timidina Schulze e
CHV2 (AS)’ | AAGCGTTGTAAAAGTTCGT 758-776 quinase Baumgartner,
CHV3 (S)',° | CGTGGTGAATTAAGCCTAA 460-478 | 169 bp X75765 1998.
CHV4 ATGCTATTGGGTGTCTATC 628-610
(AS)1,3

T Primers para quantitative PCR (qPCR); ? Primers para PCR; * Primer para Nested-PCR

3.3.1. Amplificagcao do fragmento do gene que codifica a

proteina da Timidina quinase através da Seminested PCR

Na reagao de seminested PCR (snPCR) de amplificagao foram utilizados
os oligonucleotideos para timidina quinase, conforme descrito por Schulze e
Baumgartner, (1998), para nested PCR (nPCR). No entanto foram realizadas
algumas alteragdes na reagdo de amplificagdo e sendo adotada a snPCR,
tornando a reagdo mais sensivel e especifica na deteccdo do agente das
amostras testadas. Na reagdo de PCR foi realizada a combinacdo de um
primer externo (CHV1) e outro interno (CHV4) resultando em um produto de
346 pb e na reacao de snPCR utilizou-se os primers internos (CHV3 e CHV4)
para um produto de 169 pb. A reacdo enzimatica de PCR e snPCR foi
preparada com 10 pL de Gotaq® Green Master Mix (2x) (Promega); 0,3 uM de
cada primer, 2,5% de DMSO (Sigma-Aldrich® 299,5%); 3 uL de DNA na reagao
de PCR ; ou 1 uyL de amplicons na snPCR, e agua livre de nucleases q.s.p. 20
ML. Para o controle negativo da reagao foi utilizado agua livre de nucleases em
substituicdo ao DNA template. Como nao havia controle positivo de amostra
biolégica, foi utilizado DNA vacinal de herpesvirus canino da vacina Eurican
Herpes 205 (Merial). Trata-se de uma vacina de subunidade purificada da
glicoproteina B do antigeno herpevirus canino (estirpe F205), gentilmente
cedida pelo Médico Veterinario Dr. Leonardo Brand&o (Merial do Brasil), para a

realizagcao desta pesquisa. Apos sua reconstituicao foi realizada a extracdo do
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DNA vacinal, utilizando o kit /ustra® Blood genomicPrep Mini Spin  (GE
Healthcare), seguindo as instrugbes do fabricante. Assim, como controle
positivo da reagao foi utilizado o DNA vacinal diluido a 107

As condi¢des de reagdes para PCR foram de 1 ciclo de desnaturagéo
inicial a 94°C por 3 min.; 30 ciclos para desnaturacdo de 94°C por 30 s,
anelamento a 57°C por 30 s e extensao de 72°C por 30 s e um ciclo de 72° C
por 3 min. Na reacédo de snPCR foi alterado somente o tempo de desnaturagao
inicial e extenséao final para 1 minuto. Os produtos de PCR e snPCR foram
aplicados em gel de agarose 1,5%, corado com SYBR® Safe Stain
(Invitrogen™), sendo submetidos & eletroforese e visualizado sob luz
ultravioleta (UV).

3.3.2. Amplificagao do fragmento do gene que codifica a

proteina da Timidina quinase pela qPCR

Na reacao de qPCR de amplificagdo foram utilizados os oligonucleotideos
para timidina quinase CHV3 e CHV4, empregados anteriormente, na reagao de
snPCR. Para preparar a reacdo de qPCR usou-se 10 pL de Gotaq® qPCR
Master Mix (2x) (Promega), 0,27uM de ROX CXR (30uM), 0,3 pM de cada
oligonucleotideo a 10 pmol/uL, 2,5% de DMSO (Sigma-Aldrich® 299,5%) e 3uL
de DNA template num volume final de reagcdo de 20 pL. Como controle
negativo da reagao usou-se agua livre de nucleases em substituicdo ao DNA.
As reacgbes foram realizadas no termociclador 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystem®), a captacao e deteccao da fluorescéncia da reacao foram
analisados através do programa do Sequence Detection Software 7300 versdo
1.2.3. (Applied Biosystem®). As condicdes de reagao para amplificacdo do
fragmento do gene para timidina quinase do HVC-1 foram de 95°C de
desnaturacao inicial por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagédo a
95°C por 30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensao a 72°C

por 30 segundos.
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3.3.3. Amplificagcao do fragmento do gene que codifica a

glicoproteina B envelope viral através da qPCR

Para a amplificacdo do fragmento do gene da glicoproteina B (gB) de
136pb foram utilizados os oligonucleotideos, conforme descrito por Decaro et
al, 2010, empregado na qPCR. Para preparar a reagdo de qPCR usou-se 10 uL
de Gota® gPCR Master Mix (2x) (Promega) , 0,27uM de ROX CXR (30uM), 0,3
MM de cada oligonucleotideo CHV (For) e CHV (Rev), 3 puL de DNAs extraidos
das amostras e agua livre de nucleases q.s.p. 20 yL. Como controle negativo
da reagao usou-se agua livre de nucleases em substituicdo ao volume de DNA
na reacao. As reacoes foram realizadas no termociclador 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystem®), a captacdo e detecgdo da fluorescéncia da
reacao foram analisados através do programa do Sequence Detection Software
7300 versdo 1.2.3. (Applied Biosystem®). As condigcbdes de reacdo para
amplificagdo do fragmento do gene para gB do HVC-1 foram de 95°C de
desnaturacao inicial por 5 min , seguidos de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C

por 45 s, anelamento e extensao a 60°C por 30 s.

3.3.4. Determinacgao da sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica das reag¢des padronizadas foi
utilizado o DNA do tecido renal, que havia sido positivo para herpesvirus canino
na snPCR e qPCR para TK, e ainda utilizado no isolamento viral. Assim, para
avaliar os fatores inibitorios em DNA matriz e determinar a sensibilidade
analitica, foi utilizado um pool de DNA extraidos de sangue. O pool de DNA
matriz foi constituido de 9 amostras de DNAs de caes que foram negativos a
gPCR para TK. Assim, a amostra de DNA de tecido renal foi diluida serialmente
na razdo 10 de 10" a 10”7 em pool de matriz de DNA seguindo as orientacdes
OIE, 2012a. Em seguida o DNA diluido em pool de matriz foi submetido a
reagdo de snPCR e qPCR para TK e gB, conforme descrito anteriormente no
item 3.3.1, 3.3.2. e 3.3.3. respectivamente.
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3.3.5. Avaliagao da especificidade analitica

Na avaliagcdo da especificidade analitica das técnicas testadas foram
submetidos ao teste, DNAs dos seguintes agentes: herpesvirus humano tipo 4
(Epstein Barr) ; herpesvirus humano tipo 8 (Sarcoma de Kaposi); adenovirus
canino tipo 2; parvovirus canino tipo 2 e de vacina Vanguard® (Pfizer), além de
DNA complementar (cDNA) do virus da cinomose canina (Morbillivirus), que
foram gentilmente cedidas pelo laboratério de Diagndéstico Molecular e
Virologia. A vacina Vanguard® aplicada ao teste é constituida por virus vivos
atenuados, dentre os agentes virais e suas respectivas concentragdes estao:

+ 102,5 DICT50 para cinomose
+ 102,9 DICT50 para adenovirus tipo 2
» 105,0 DICT50 para o virus da parainfluenza Canina
* 107,0 DICT50 para parvovirus
« Coronavirus (presente no diluente)
Além das bacterinas para leptospiras dos sorovares: L. canicola, L.

grippotyphosa, L. icterohaemorrhagiae e L. pomona.

3.4. Método da Curva Padrao para Quantificagao Absoluta

3.4.1. Clonagem do fragmento do gene da Timidina quinase

3.4.1.1. Preparo das células competentes

Foi utilizada como vetor de clonagem a bactéria modificada de
Escherichia coli (E.coli) cepa JM109. Para tornar as bactérias competentes foi
realizado um pré-inéculo de uma colbénia isolada da bactéria em 3 mL de meio
liquido SOB , incubado a 37°C sob agitagcao constante por 220 rpm durante 16
horas. Apds este periodo, foi coletado 1mL da cultura e adicionado ao meio de
cultura liquido SOB a 37°C a 220 rpm até atingir a absorbancia de 0,5 a 0,6 em

comprimento de onda de 600nm (Asp). E entdo, o meio SOB inoculado foi



17

mantido no gelo por 30 minutos com a adig&o de cloreto de magnésio (MgCly).
Em seguida a cultura foi centrifugada a 3000 x g por 15 min a 4°C. O pellet
formado foi ressuspendido em solugdo RF1 (0,1 mol/L KCI, 50 mmol/L MnCly,
30 mmoL/L KC3;H30,, 10mmol/L CaCl,, 15% de glicerol) filtrada e gelada,
sendo mantido no gelo por 15 min e novamente centrifugado a 3000 x g por
15min a 4°C. O pellet obtido foi ressuspendido com a solugdo RF2 (10 mmol/L
NaMOPS, 10 mmol/L KCI, 74 mmol/L CaCl,, 15% de glicerol) gelada e filtrada
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). E entdo, as bactérias foram aliquotadas em
tubos de microcentrifugagdo, no volume de 100 uL e colocadas no nitrogénio
liquido, para o processo de congelamento rapido por 15 minutos, e em seguida

armazenadas sob congelamento a -70°C.

3.41.2. Clonagem do fragmento do gene da Timidina
quinase

O produto de PCR de 494 pb, do fragmento do gene da timidina quinase,
ap6s purificagdo do gel de agarose a 1,5%, foi quantificado através da
comparacdo com o Low Mass™ Ladder (Invitrogen™). O produto foi clonado
no plasmideo pGEM-T Easy Vector (Promega®), conforme recomendagdes do
fabricante. Assim, foi adicionado na proporgéo 3:1 de inserto: vetor, o preparo
da reacdo com o plasmideo e o inserto foi incubado a 4°C por 16 horas. O
produto da reacao de ligacao, foi utilizado na transformagao da bactéria E. coli
cepa JM109, apdés a competéncia, conforme descrito anteriormente
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Foi realizado o cultivo das bactérias em placa
de petri em meio sélido LB (Luria-Bertani) contendo 100 pg/uL de Ampicilina, e
aplicados na superficie do meio, 100 pyL de IPTG e 20 pL de X-gal
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Apo6s 20 horas de incubacdo em estufa de
37°C, as colbnias isoladas foram submetidas a reacdo de PCR para
confirmacado do inserto, conforme orientagcbes do fabricante pGEM-T Easy
Vector. Ap6s a confirmagado do inserto no vetor, as coldnias positivas foram
propagadas em meio liquido LB com Ampicilina 100 pg/mL. Os DNAs

plasmidiais recominantes foram extraidos do meio de cultura de propagacao
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com o kit Wizard® SV Minipreps DNA Purification System (Promega®) |,
seguindo as recomendac¢des do fabricante.

Para medir a concentragdo de DNA plasmidial recombinante foi utilizado
o fluorimetro Qubit® - Quantification System (Invitrogen™), seguindo as
recomendagdes conforme o protocolo do fabricante, fornecendo a
concentracéo de 22,5 ng/uL. O DNA plasmidial, em seguida foi mantido sob
congelamento a -20°C, até o momento do processamento da reagdo para

realizar a construgido da curva padrao absoluta.

3.4.2. Quantificagao absoluta

Para realizar a quantificagdo absoluta foi utilizado o DNA plasmidial
recombinante com a regidao do gene da TK do HVC-1. Em seguida o DNA foi
diluido serialmente na razdo 10 de 10™ a 10™"°, em agua livre de nucleases. E
entdo, foram aplicados 3 pL do DNA plasmidial diluido, em duplicatas, na

reacao de qPCR para TK, conforme descrito anteriormente no item 3.3.2.

4. Isolamento Viral

O isolamento viral foi realizado com uma amostra de tecido renal, que
havia apresentado positividade na reagcdao snPCR para timidina quinase. O
tecido renal foi preparado como in6culo, maceradas com auxilio de almofariz e
pistilo. E entdo, constituido na concentragdo de 10% (p/v) com meio DMEM e
tratadas com antimicrobianos na concentragao de 100 Ul penicilina G procaina,
100 pg/pL de Sulfato de Estreptomicina, e 2,5 ug/mL de Anfotericina (Gibco-
Invitrogen®).

Foi realizada a cultura de células MDCK cultivada a 37°C com meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Gibco®) e suplementado com 10%

de soro fetal bovino (Gibco® BRL) por 24 horas, para ser infectada.
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O inéculo foi centrifugado a 1500xg por 10 min e aplicado diretamente
na monocamada de células, em seguida mantida sob agitagdo constante por 1
hora a 34°C, para adsorgao viral. Ao término, foi adicionado o meio de cultura
celular DMEM suplementado com 1% de SFB, e incubado a 34°C. Foi realizado
monitoramento cada 24 horas em microscopio Optico invertido, em objetivas de
5X e 10X, para visualizagdo do efeito citopatico (ECP) durante sete dias. E
entado foi coletado 1 mL do sobrenadante para realizar a passagem do meio
inoculado para outra garrafa de cultura de células MDCK, e assim
sucessivamente a cada 7 dias, repetidos ininterruptamente até a 5% passagem

Tanto o indculo quanto as células infectadas, apds extracdo de DNA,
foram submetidos a PCR para adenovirus canino tipo 1 € 2 e micoplasma (VAN
KUPPEVELD et al., 1992; HU et al., 2001).

4.1. Preparo das células infectadas e coloragao

Foi realizada a coloracdo de cultura de células infectadas com corante
Romanovsky tipo May-Grinwald-Giemsa, para visualizagao das alteracbes
celulares. Para isso, foram cultivadas células MDCK em placa de 24 pocos,
sobre laminulas no fundo do pog¢o. Apds 24 horas, com confluéncia de 100%
da monocamada celular, o sobrenadante foi removido e aplicado 50ul de
suspensdo viral com 50 yL de meio, para adsorcao viral as células por 1hora.
Em seguida foram adicionados 1,9 mL de meio DMEM suplementado com 1%
de SFB, e incubado em estufa de CO;a 37°C com 80% de umidade por 7 dias.
ApoOs este periodo, o sobrenadante das células foi descartado e realizado 3
lavagens com 2 mL de tampao de PBS pH 7,4, por pogo, para remogao dos
debris celulares. E entdo foi colocado 1 mL de metanol em cada pocgo, por 5
minutos para fixacdo e aplicado o corante Romanovski tipo May Grinwald-
Giemsa, diluido a 10% (v/v) em agua ultra-filtrada Milli Q®, por 20 minutos. E
entado foram realizadas 3 lavagens, por pogo contendo as laminulas, com agua
deionizada. As laminulas foram retiradas dos pogos para secagem em
temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a montagem em laminas de
vidro para microscopia, e visualizadas no microscépio optico em objetivas de

10x, 40x e 100x (com éleo de imersao).
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5. Microscopia eletronica de Isolado viral em células MDCK

As culturas de células foram infectadas para a visualizagdo do virus e
sua replicagado nas células. Assim, foi realizado o mesmo procedimento para
infeccdo de células, em cultura celular de MDCK com meio DMEM
suplementado com SFB a 1%. Apo6s 7 dias da infeccdo, com 80% de efeito
citopatico sobre a monocamada de células, o sobrenadante foi descartado e
acrescentado 3 mL do fixador Karnovsky. Em seguida a monocamada celular
foi raspada e centrifugada a 6.000g por 10 minutos. O pellet formado foi lavado
com agua destilada e cetona, fixado com tetroxido de 6smio e incluido em
resina de epoxi (Araldite®). Foram realizados cortes ultrafinos com
Ultramicrétomo Ultracut UCT (Leica®), em seguida o corte foi colocado sobre
uma grade revestida de carbono, e contrastado com acetato de uranila a
5% ,conforme descrito por SESSO, SOUZA e MACHADO, 1998. A visualizacao
do material foi realizado no microscopio eletrénico de transmissdo modelo
Philips CM 100.

6. Titulagcao viral por Diluigao limitante

A titulacdo por diluigao limitante foi realizada de 3 formas modificadas da
técnica. Essas modificagdes na técnica de diluicdo limitante foram realizadas
para verificar em qual delas haveria maior producdo de efeito citopatico, a
relagcdo de tempo para inicio do ECP e a producéo de virus. A concentracao
viral foi estimada através da qPCR. O inéculo utilizado foi o sobrenadante de
isolamento de HVC-1 da segunda passagem, mantido congelado a -70°C. Os
sobrenadantes das células infectadas na titulagdo foram aplicadas na reacéao

de gPCR para TK. Os ensaios das técnicas na titulagao viral foram:

» Titulagdo em placas
- Em cultura de células MDCK em Meio DMEM suplementado com SFB
- Em cultura de células MDCK em meio VP-SFM (Virus Production-Serum
Free Medium)
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= Titulagdo em tubos

- Em cultura de células MDCK com meio DMEM suplementado com SFB.

6.1. Titulagao Viral em placas com células MDCK com Meio
DMEM e Soro fetal bovino.

As células MDCK foram cultivadas em meio DMEM com adi¢do de 10%
de SFB em garrafas de cultura celular 25cm? por 24 horas a 37°C. Apds a
formacao da monocamada de células e confluéncia de 100%, foi realizada a
dissociagdo quimica com tripsina EDTA 0,2 %, e adicionado 13 mL de meio
DMEM e 10% de soro fetal bovino. Para titulagdo em placa foi utilizada uma
placa de cultura celular de 96 pocos e aplicados 100 yL de suspensdo de
células em cada pogo da placa e incubado em estufa de CO; a 5% , com
umidade de 80% a 34°C. Na contagem de células foi obtida uma concentragéo
de 2,55x10° células/mL, assim foram aplicados aproximadamente 2,55x10*
células por pogo. Apds 24 horas da incubacéo, foram removidos 100 pyL do
meio e adicionados 100 pL do isolado viral diluido da 10" a 107, para
adsorcgao viral as células, por 1 hora. Apds este periodo foram acrescentados
100 yL de meio DMEM com 1% de SFB em cada poc¢o. As duas ultimas
colunas de 8 pocos com células cultivadas, foram utilizadas como controles
negativos, com adicdo somente de meio DMEM e soro fetal bovino. Em
seguida a placa foi novamente incubada em estufa de CO,, a 34°C com 80%
de umidade, por 7 dias, e monitorada o efeito citopatico com microscopio

invertido em objetivas de 5X e 10X, a cada 24 horas.

6.2. Titulagao Viral em placas com células MDCK com Meio
VP-SFM (livre de soro fetal bovino)

Para realizar a titulagao viral em placas com células MDCK com meio
VP-SFM, foi necessario a adaptagao celular ao meio VP-SFM (LIU et al., 2009;
VAN WIELINK et al., 2011). Tendo em vista que, a linhagem de células MDCK
utilizada era cultivada com meio DMEM e soro fetal a 10% em estufa a 37°C.
Para isso, as células MDCK foram adaptadas com redugéo gradativa da adi¢ao

do SFB ao meio de cultivo, utilizando 3 mL de inibidor de tripsina Soybean
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Inhibitor Trypsin (Gibco®) preparada a 0,0125% e adicionado as células apos a
tripsinizagdo ou dissociagdo. O inibidor de tripsina tem a finalidade de
neutralizar o efeito da tripsina sobre as células, que se for mantido apds o
processo de dissociagao pode se tornar prejudicial e levar a morte celular.
Assim, as células foram consideradas adaptadas apds a 9% passagem, no
processo de adaptacdo. As células adaptadas ao meio VP-SFM foram
cultivadas em garrafas de cultura celular de 25cm? e incubadas a 37°C com
dez mililitros de meio VP-SFM, a monocamada celular foi dissociada com
tripsina EDTA a 0,2% e adicionado 3 mL inibidor de tripsina 0.0125% e 10 mL
de meio VP-SPM. Na contagem de células foi obtida uma concentragcdo de
6,675x10° células /mL. Foram aplicados 100 pL de células em cada pogo em
placa de cultura celular de 96 pogos e incubado em estufa de CO; a 5% com
80% de umidade a 34°C por 24 horas. Apds a formagcdo da monocamada
celular com confluéncia de 100%, foram inoculados 100 yL do isolado viral
diluido serialmente em razdo constante 10 de 10" a 10" | incubado em
estufa de CO; a 5% e 34°C, por 7 dias. O monitoramento do efeito citopatico
foi realizado a cada 24 horas, com microscopio invertido, em objetivas de 5X e
10x.

6.3. Titulagao viral de HVC-1 em tubos

Para titulagao viral em tubos as células MDCK do HVC-1 (SPERTZEL et
al., 1965; NAVARRO, et al, 2005). Foram cultivadas com meio DMEM e adi¢éo
de soro fetal bovino a 10% em estufa a 37°C. As células foram dissociadas
com tripsina-EDTA 0,2%, em seguida foram adicionados o meio DMEM e SFB.
Foram utilizados tubos de cultivo celular de 20cm?, e aplicados cinco mililitros
de suspensao celular em cada tubo, sem seguida colocados no roller sob
baixa rotacdo, por 48 horas. Antes de infectar as células, um dos tubos foi
tripsinizado e realizado a contagem de células em camara de Neubauer. Assim,
foi obtida uma concentracéo de 4,0x10° células/mL, e em cada tubo continha
aproximadamente 2,0x10° células, no momento da infeccdo. O isolado viral foi
diluido com meio DMEM em diluicdes seriadas de razdo 10 de 10" a 10®, com

5 replicatas por diluicdo. Em cada tubo, foi aplicado 1 mL de inéculo diluido
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para adsorc¢ao viral, por 1 hora no roller a trinta e quatro graus Celsius, sob
baixa rotacdo. Em seguida, foram adicionados quatro militros de meio DMEM
suplementado com 1% de SFB em cada tubo de célula infectadas. Apds a
inoculagdo, os tubos foram colocados no roller e incubados a 34°C. O
monitoramento dos efeitos citopaticos nos tubos foi realizado a cada 24 horas,

em microscopio invertido em objetivas de 5X e 10X.
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7. Resultados e Discussao

7.1. Amplificagcao da snPCR para HVC-1

Na snPCR, foram obtidos produtos de amplificagdo em amostras de
fragmentos de 6rgédos e sangue, apresentando bandas com tamanho esperado
na seminested (SN) de 169 pb. Conforme apresentado na figura 2, em
amostras fragmentos de 6rgaos, mostrando bandas positivas intensas e de
forte fluorescéncia. Devido a alta concentracdo de DNA foram produzidas
amplificagdes ja na reacédo de PCR, e assim verifica-se a presenga de bandas
de arrasto na SN. Nas colunas em que ndo produziram bandas na PCR,
observa-se que na SN essas bandas de arrasto ndo se formaram. Os controles
negativos n&o apresentaram amplificagdes indicando que nao houve
contaminagao na reacao ou inespecificidade. A snPCR também foi sensivel na
detecgdo de HVC-1 em amostras de sangue, conforme mostrado na figura 3,
apresentando banda unica de amplificacdo na reacdo. As amostras de sangue
positivas também foram quantificadas na gPCR para TK, conforme

apresentando logo adiante no item 7.4.1, no quadro 3.
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169 pb

FIGURA 2 - Produtos de amplificacdo de snPCR de fragmentos de 6rgdos submetidos a
eletroforese. Coluna 1: cérebro; coluna 2: linfonodo submandibular; coluna 3: pulmé&o; coluna
4: bago; coluna 5: figado; coluna 6: rim; coluna 7: intestino delgado; coluna 8: controle negativo;
coluna 9: controle positivo vacinal diluido a 107 Reacdo de SN com amplificacdo de produtos
de 169pb em todos os tecidos, com presenga de produtos da PCR e arrasto na coluna 1; 3 e 7,
devido a alta concentragdo de DNA viral. Foi utilizado marcador molecular de 50 pb na PCR e
SN.

50pb 169 228 237 241 244 C+ NO

169 pb

FIGURA 3 - Gel de agarose da reagao de seminested (produto de 169 pb). Algumas
amostras de sangue que apresentaram positividade ao teste. Foi utilizado o marcador
molecular 50pb.
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7.2. Avaliagao e desempenho da sensibilidade da snPCR

Na reacdo com o DNA de tecido renal, a amplificacdo ocorreu somente
até a diluicdo 10°. Nas colunas onde estavam as menores diluigdes também se
formaram bandas de arrastos, que pode ser devido a alta concentragdo da
amostra de DNA. Na figura 4, verifica-se a presenca de banda no tamanho de
346pb, que sugerem ser produtos da PCR na seminested. No entanto o
produto esperado da SN de 169 pb apresentou bandas mais fortes e intensas,

em todas as diluicbes em que foi detectado.

346 pb

169 pb

FIGURA 4 — Gel de agarose de produto da Seminested PCR de DNA de fragmento de
rim diluido em pool de matriz. Na primeira coluna foi utilizado marcador 50bp, na
segunda coluna foi aplicado produto da snPCR do isolado viral diluido a 10" nas
colunas subseqiientes estdo as diluices até a 10”. Na pendltima coluna esta o
produto de snPCR do fragmento de rim puro, na ultima coluna o controle negativo sem
amplificagdo. Nas colunas de diluicdo 10" a 10 presenca de bandas de arrasto,
devido alta concentracdo de DNA.

7.3. Avaliacao e desempenho da sensibilidade da qPCR

As reagdes de qPCR ,das regides alvo para gB e TK , para determinar
a sensibilidade analitica em pool de DNA matriz foram praticamente iguais, em

relagdo ao desempenho, especificidade e sensibilidade conforme apresentado
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na figura 5 e 6. Para fins comparacgéo foi ajustado o valor do threshold nas
duas reagbes a 1.240498. No grafico da curva padrao relativa foi observado os
mesmos valores nas variaveis da curva, conforme apresentado os dados no
quadro 2. A temperatura de melting da reacao de TK e gB variaram em média
1,5°C, dentro do esperado.

Na construgdo da curva padrédo relativa observa-se que o ajuste da
reacao pelo R2 foram semelhantes (figura 7). O slope, a variavel que avalia a
eficiéncia da reagcdo também foram quase os mesmos como o valor de
intercept. Nessa avaliagdo e sob essas condicbes, o desempenho da
sensibilidade analitica das duas reagdes foram praticamente os mesmos.

Tanto na snPCR e qPCR foram observadas a sensibilidade analitica até a
diluicdo 107, indicando que os trés testes se equipararam nestas condi¢des de

reagao.

QUADRO 2 - Comparacao entre a sensibilidade analitica da qPCR para TK e

gB.
Curva de amplificagao
Diluicao Ct-TK Ct-gB
Puro 14.62 14.31
10 18.44 18.43
102 21.99 21.23
103 25.28 24.79
10 28.59 29.13
107 32.80 32.69
10® 35.73 35.30
Curva padrao relativa
Variaveis da TK gB
equagao
Slope — 3.527218 -3.5288189
R2 0.998789 0.997026
Intercept 14,187891 14, 322922




28

‘ | Bl
HEERESE=Z== = =
g O B=g
E
1 L LA y
\ 1L LA
et LT T
hﬁ:ﬁ:“ IBNBSZR =
7 —lklll I L j L " .-"'-__
1 5
A
fireta
=
Dol P
T | e e T r
||t 1 L] K
- 10! 2t A A sl L
H 1 11}" 107 1041070 0F
1 F P F
|II = s i ™ .‘t:' \_‘_“____,..-—-" IIII | fr -
II "f"‘ |I 4 % "P"'"'_-‘-:"H‘ II ‘-T- f | QQ“"'-“\EI('
| |'|' 1'|._l"-. ".I H I.' II[ ] =
f i \ =
B

FIGURA 5 - Curvas de amplificacdo do teste de sensibilidade analitica para TK e gB
do HVC-1. A - curva de amplificacdo na qPCR para TK ; B - curva de amplificagdo na
gPCR para gB. As duas reacbes apresentaram amplificagdes dos produtos em suas
respectivas diluicdes semelhantes. Nao houve amplificagado dos controles negativos.
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FIGURA 6 - Curva da dissociacdo com base na temperatura de melting (Tm)
resultante do teste de sensibilidade analitica. A — Curva de dissociacdo da qPCR para
TK ; B - Curva de dissociagdo da qPCR para gB. Na curva de dissociacao as Tm das
duas reagdes produziram picos unicos, indicando a especificidade e auséncia de

primer-dimer.
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Figura 7- Gréfico da curva padrao das reagdes de sensibilidade analitica. A - Grafico
da curva padrao relativa da qPCR para TK; B - Curva padrao relativa da qPCR para
gB. Na curva padrao relativa ha semelhangas no alinhamento da reta, associado com
os valores de slope, R2 indicando eficiéncia da reacao.



31

7.3. Curva Padrao Absoluta

Na curva de amplificacado foi detectada a amplificagdo do DNA plasmidial
recombinante na qPCR para TK das diluicdes de 10 ® a 10° , conforme em
figura 8. Nao foram verificados a presenga de reagdes inespecificas ou primer
dimer na reagdo e as temperaturas de melting, observado no grafico da
dissociagao figura 9, com picos unicos e apresentando pouca variagao, ou seja,
1,2°C entre 73,5 (diluicdo 107) a 74,7°C (diluicido 10™*). Na construcdo da
curva padrao absoluta, foi obtido um valor de slope de 3,28; intercept de
2,756124 e R, de 0, 997940, com 9 pontos de interseccdo na reta, em

duplicata, apresentados na figura 10.

= Raa [l

e

H 0
N |

Figura 8 — Curva de amplificagdo com DNA plasmidial recombinante. Foi verificado
amplificagéo dos produtos até a diluigdo 10°. Nao houve amplificagéo do controle
negativo (NO). Os dados da reagdo mostram que a média de Ct para cada diluicao
variou de 2,03 (entre 10 °e 10™") até 3,86 (107 a 10®).



32

Results

Derivative

HVE-TK[nested]

§§;

=y
]

\\‘\—_‘_:‘——h_
e

FIGURA 9 - Avaliacédo da curva de dissociagdo em relacédo a Tm. Apesar da variagao
entre os picos de temperatura de melting entre as diluices, a variagdo média foi de
1,2°C, com picos Unicos sem a presencga de primer dimer ou inespecifidade.

37300 System SD5 Software - [Colonia3 -Curva padrao absoluta pGEM+Inserto HYC-TK-14-04-13]

Detector, IHVE-TK[nested] 'l

Slope; -3 282706

Intercept; 2706124

RZ: 0.337340

FIGURA 10 - Grafico da Curva padrao absoluta com DNA do plasmideo
recombinante. A construgdo do grafico apresenta 9 pontos, em duplicatas, de
interseccao na reta de regressao linear, com slope de 3,282726; intercept de 2,756124
e R2 de 0, 997940.
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Para se obter uma eficiéncia de 100% de amplificagdo na reagao, o valor
de slope seja de - 3,32 e para R2, o valor 1 indica um ajuste perfeito entre a
regressao linear e os dados individuais. Considerando que o ensaio realizado
apresentou o valor de slope de 3,28 e R2 0,997940, sendo alcancados 9
pontos no grafico da reta e em duplicatas, o desempenho da reacéo foi
considerado eficiente, de acordo com os dados gerados na construgcdo da
curva padrao absoluta.

A quantificacdo absoluta € empregada para determinar o numero de
copias de DNA das amostras. Assim, foi utilizado o método da curva padrao
absoluta que se baseia na comparacido de dados obtidos em uma diluicao
padrao com as amostras desconhecidas, no caso, as amostras coletadas de
sangue e 6rgaos, para determinar a carga viral. Conforme avaliacdo dos dados
obtidos nessa reacao foi adotada sob essas condicdes, a implementacédo da
curva padrao absoluta. Com base no DNA plasmidial recombinante, como
padrdao e referéncia, foi determinado o numero de coépias das amostras
testadas. DECARO et al., 2010, na construgcado da curva padrao para a regiao
de glicoproteina B do HVC-1, obteve de slope de 3,165, sendo considerado

eficiente para mensuragéo.

7.4. Amostras

Das 139 amostras de sangue colhidas foi obtida positividade em 9
amostras. Nos fragmentos de 6rgaos de 12 animais, somente 1 animal
necropsiado (neonato), os o6rgaos foram positivos, sendo que o rim do
respectivo animal foi utilizado no isolamento viral. As amostras dos animais
que foram realizados testes em secregdes genitais foram todas negativas,
como nas amostras de sangue. A localizagdo e o numero de amostras estao

apresentados na tabela 3.
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TABELA 3 - Dados das amostras coletadas e 0 numero de amostras positivas

Localidade Amostras Amostras  Sangues Orgao
de sangues de 6rgdos Positivos Positivo

Botucatu 30 5 0

Pardinho 6 0 0 0
Arealva 1 0 0 0
Aragoiaba da Serra 25 0 1 0
Campinas 4 0 0 0
Sao Bernardo do Campo 5 0 0 0
Aracgatuba 12 5 0 0
Piratininga 30 2 2 1
Biritiba Mirim 26 0 6 0
Total 139 12 9 1

Os dados dos animais como raga, sexo, idade e a local de procedéncia,
cujas amostras de sangue foram positivas aos testes estdo inseridos na Tabela
4.

TABELA 4 - Dados e procedéncia dos animais cujas amostras foram positivas

Amostras Idade Sexo Racga Local

positivas

Hvc169* 1anoe 6 Fémea mestico Pug Aracoiaba da Serra
meses

Hvc 199 21 dias Fémea Bulldogue Inglés Piratininga

Hvc 201* 4 anos Fémea Bulldogue Inglés Piratininga

Hvc 202  5anos Fémea Bulldogue Inglés Piratininga

Hvc 228* 3anose?7 Fémea Boxer Biritiba Mirim
meses

Hvc 237* 7 meses Macho Boxer Biritiba Mirim

Hvc 241% 5 meses Fémea Boxer Biritiba Mirim

Hvc 242* 4 meses Fémea Boxer Biritiba Mirim

Hvc 243* 4 meses Fémea Basset hound Biritiba Mirim

Hvc 244* 3 meses Macho Basset hound Biritiba Mirim

* . ~
*Amostras de sangue; “amostras de fragmento de 6rgaos.

As amostras positivas sdo de animais provenientes de canis, onde ha
maior concentracdo de determinada raca e pertencendo a mesma localidade.
Das amostras de sangue colhidas e testadas 68,8% eram de cadelas. Isso se
deve ao sistema de criacdo em canis em que se mantém poucos machos como
reprodutores ou implementam a inseminacéao artificial. Assim, o predominio de

cadelas que apresentaram positividade em amostras de sangue era esperado.
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7.4.1. Determinacao da carga viral das amostras
positivas

Com a construgdo da curva padrao absoluta foi possivel determinar a
quantificacdo da carga viral das amostras positivas, conforme apresentado no

quadro 3.

QUADRO 3-Quantificagdo da carga viral das amostras positivas

Amostra Quantificagao qPCR snPCR
gPCR Timidina quinase glicoproteina B | Timidina quinase
Hvc-199 | Cérebro 1.15* + +
Linfonodo
submadibular 7,55x10% Neg +
Pulméo 5,01x10°* + +
Figado 3,52x10°* + +
Bago 2,41x104 * + +
Rim 5,74x10° * + +
Intestino 1,10x10° * + +
Hvc169 2,48x10°* + +
Hvc 201 5,35x10" * Neg +
Hvc 202 2,91x10°* + +
Hvc 228 7,52x10%* + +
Hvc 237 1,66x10° + +
Hvc 241 15,35 % + +
Hvc 242 155,46 * + +
Hvc 243 82,15% + +
Hvc 244 6,72x10°* Neg +
* copias/ug; ¥ copias/pL de sangue; Neg: negativo.

A quantificagao realizada por DECARO et al., 2010, com fragmento de
orgdos em caes naturalmente infectados, foi realizada na concentracado de
DNA contido em 10 pL, aplicada em uma reacao de 25 uL, e no presente
trabalho foi utilizado 3 uL de DNA em 20 uL de reacéo. Dessa forma, o numero
de alvo seria em uma proporcdo quase 3 vezes maior. No entanto, a
quantificacédo obtida foi proxima, diferindo apenas uma razdo de 10 a menos no
numero de copias.

Na amostra de sangue do animal HVC241, foi possivel detectar DNA do
HVC-1 com baixa carga viral, com 15,35 cépias/ul em amostras de sangue e
1,15 cépias/pug em tecido de cérebro. Estes resultados indicam que é possivel
a implementar a PCR como técnica diagnéstica para HVC-1. Entretanto, Burr e
colaboradores (1998) em seu estudo sugerem que o HVC-1 nao foi detectado

em amostras de sangue de animais com infecc¢ao latente por HVC-1, devido a
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rara presenga de células infectadas (menos de 1 cépia do genoma para cada
2000 células mononucleares), sendo necessario 5x10° células mononucleares
de sangue periférico. Entretanto, para a detec¢ao da infecgéo latente, deve-se
considerar o tempo e a carga viral da infecgdo. Do periodo em que ocorreu a
infeccdo litica e o periodo de laténcia, pode ocorrer que as células infectadas
nao estarem mais circulantes ou virus estar latente em células nervosas ou em
outros sitios. A técnica empregada para detecgdo do HVC-1 neste trabalho visa
a deteccao do HVC-1 em infeccdo ativa em amostras de sangue e ndo a

infeccdo latente.

7.4.2. Sequenciamento das amostras positivas

As sequencias analisadas das amostras de sangue, tecidos de érgaos e
isolamento viral, todas apresentaram identidade de 100% e 99% com HVC-1

k™ com numero de acesso

para o gene da timidina quinase do GenBan
X75765 e AF361075 respectivamente, confirmando a identificacdo do agente e

especificidade dos ensaios utilizados.

7.5. Isolamento viral de tecido renal

Ap0os 24 horas da inoculacéo foram observados efeitos citopaticos focais
compativeis com herpesvirus canino, como agrupamento celular em forma de
“cachos”, células arredondadas e refringentes, elevacao e desprendimento das
células da monocamada celular, conforme visualizagédo na figura 10.

A partir do terceiro dia foram observadas aderéncias na parede da garrafa
da cultura inoculada, nas areas onde havia os focos de efeito citopatico. No
quarto dia foi observado células em necrose e presenca de suspensido de
células mortas. Ja no quinto dia pods-inoculacdo verificou-se o
comprometimento de 85% da monocamada de células.

Os efeitos citopaticos observados foram compativeis aos descritos na
literatura e encontrado em outros trabalhos (LUST, 1974; FRANCO e ROEHE,
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2007; NAVARRO et al., 2003). O arredondamento celular ocorre devido as
alteracdes na estrutura e fungao das fibras do citoesqueleto, que podem levar
ao desprendimento das células da monocamada celular e em estagios
avancados da patologia celular (FLORES, 2007). Algumas células
apresentaram tumefacao antecedendo a necrose e morte celular pela infecgao
viral.

Assim, foi possivel a observagcdo da caracteristica citolitica e os efeitos
citopaticos causados do HVC-1 em cultivos celulares.

O isolamento viral foi confirmado através da qPCR e snPCR para
detecgdo do DNA viral para TK, sendo negativos a PCR para adenovirus

canino tipo 1 e 2, e micoplasma. Os produtos da PCR foram purificados e entéao

sequenciamento utilizando a plataforma ABI 3500 (Applied Biosystems) e o kit
Big Dye 3.0.

FIGURA 11 - Cultura de célul_as infectadas com HVC-1 com efeitos citopaticos

A - monocamada de célullas MDCK no dia da inoculagdo; B - 24 horas pos-
inoculagdo com inicio de ECP com células refringentes e arredondamento (seta),
célula em tumefagao (cabecga de seta); C - foco de ECP caracteristico de HVC-1, com
agrupamento das células com aspecto de “cacho de uva” se desprendendo da
monocamada celular D - 48 horas pds-inoculagdo, com vario focos de ECP com
aspecto de grumos e disseminagao do HVC-1 nas células; E - com 72 horas pés
inoculagdo com a infecgao difusa da monocamada e areas de destacamento celular
(seta); E - apds 96 horas varias células ja em necrose e em suspenséo.

Na visualizagao das células infectadas e coradas com Romanovski May-

Grinwald — Giemsa foram observados focos do efeito citopatico, semelhante
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ao observado no microscopio optico invertido, em cultura celular infectada em
garrafas de 25cm?. Devido a degeneracdo celular e necrose, as células
apresentaram arredondamento na morfologia celular, citdlise e destacamento
de células da monocamada. As células infectadas apresentaram
desorganizagdo e marginalizagdo da cromatina para regido da membrana
perinuclear e o centro do nucleo com aspecto mais claro e palido, indicando a
presencga da inclusao viral. A redugcdo da quantidade da cromatina pode ser
devido a fatores de inibicdo ou pela atividade viral intranuclear que utiliza a
cromatina na produgédo da progénie viral (SEBLA et al., 2009; KNIPE et al.,
2013). As alteracgdes celulares e efeitos citopaticos sdo visualizados na figura
12.

FIGURA 12 — Cultura de células MDCK infectadas HVC-1 corada com Romanovski
tipo May-Grunwald-Giemsa. A- objetiva de 10X- foco de efeito citopatico (seta aberta);
B- objetiva de 10X, centro de efeito citopatico com area de destacamento de células
arrendodadas; C- Obijetiva 40 X - visualizagao de células com inclusao viral (setas) ;
células se soltando da monocamada celular e células ainda integras na monocamada
de células (cabecga de seta) ; D- objetiva 100X (com éleo de imersao) - visualizagao
de células com marginalizacdo da cromatina para regido perinuclear, nucleo da célula
palido e claro, indicando a presenca de inclusao viral na célula (seta).

Na PCR, nao foram obtidas positividade nas amostras de célula e no

in6culo, para micoplasma e adenovirus tipo 1 e 2. Tendo em vista, que estes
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agentes s&o considerados contaminantes de cultura celular (SPERTZEL et al.,
1965; KUPPEVELD, et al.,, 1994). Além disso, o adenovirus canino pode
produzir efeitos citopaticos em culturas de células MDCK, e causar a morte em
filhotes caninos (ALMES, 2010).

As lesbes renais sao encontradas com freqiéncia em caes infectados,
que podem estar relacionadas a maior susceptibilidade renal a infecgcao por
HVC-1, em relagcéo aos outros 6rgaos (PERCY, 1971).

Corpusculos de inclusdes virais de adenovirus canino tipo 1 e
morbilivirus canino,foram detectados em tecidos renais de cides com alteracdes
neste 6rgdo a necropsia (INKELMANN et al., 2012). Isso pode estar
relacionado a permissividade desses tipos celulares a esses agentes virais
(WEHNER e SMITH, 1983). Essas consideragbes corroboram com os
resultados encontrados, em que foram detectados mais DNA viral em tecidos
renais, também demonstrado por DECARO et al. (2010). Dessa forma,
favorecendo o isolamento viral a partir deste 6rgao em células de cultivo de
linhagem renal de cao (MDCK). Tendo em vista, que outras tentativas de
isolamento do HVC-1 haviam sido realizadas em outros estudos, no entanto,
sem sucesso (HASHIMOTO e HIRAI, 1984; AVILA et al., 2009; GADSDEN, et
al., 2013).

7.6. Microscopia Eletronica de Transmissao

As particulas do HVC-1 observadas pela microscopia eletrénica de
transmissao apresentaram nucleocapsideo denso contidos pelo tegumento, e
envolto pela membrana do envelope com glicoproteinas virais em sua
superficie, com aproximadamente 150nm (figura 13), semelhante ao
encontrado por outros autores (STRANDBERG e CARMICHAEL, 1965;
SPERTZEL et al.,, 1965; SMITH et al., 1968). No entanto, o tamanho dos
alfaherpesvirus estimado pela contrastagdo negativa varia de 120 a 300nm.
Isso se deve a variabilidade da espessura do tegumento e também pode ser
atribuida a integridade do envelope, que os tornam impermeaveis € mantém a

forma semi-esférica. Virions com envelopes danificados sdo permeaveis a
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contrastacdo e apresentam aspecto de “ovo frito” (sunny-side up) com forma
irregular e didmetro geralmente maior que um virion integro (ROIZMAN e
FURLONG, 1974). Em algumas células observou-se a presenga de virus nu,
somente com o capsideo na regido intranuclear (figura 14). Isso se deve a
sintese de DNAs virais e montagem dos capsideos que ocorrem somente no
nucleo, mas alguns herpesvirus podem ser de-envelopado e re-envelopado
enquanto transitam através do citoplasma (ROIZMAN e BAINES, 1991).

Como na microscopia Optica, também foram visualizados os nucleos
celulares mais claros, com pouca presenga da cromatina e migragdo para
regido perinuclear, alguns focos de heterocromatina sdo descritos como
“coagulacao” da cromatina. As alteragdes da cromatina podem ser atribuidas a
atividade de replicagao viral- (KNIPE et al., 2013), visualizado na figura15-A.
Em algumas células infectadas, verificou-se a reduplicagdo da membrana
nuclear, com regides de invaginagdes e cariorrexe , também encontrado por
Strandberg e Aurelian (1969), conforme mostrado em figura 15-B. O
citoplasma apresentou sinais de degeneragdo e numerosas vesiculas de varios
tamanhos. As mitocOndrias apresentaram aumentadas e alteracbes nas
membranas.

Os capsideos cheios ou vazios sado notados pela diferengca de
densidades indicando presenca do genoma e /ou polipetideos virais,
observados também por Schrag et al. (1989). Na figura 16, observa-se alguns
virions contidos em vesicula, tanto intranuclear como no citoplasma, e livres no
citoplasma, também visualizado por Johnson et al.,, 1970. Na figura 17,
observa-se virions deixando a célula hospedeira em regidao periférica do

citoplasma e vesiculas margeando a membrana.
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FIGURA 13 - Virions do HVC-1 visualizando as estruturas virais na microscopia
eletrbnica de transmissdo. NC - nucleocapisdeo; CA - capsideo; TG - tegumento; E -
envelope; ES- Espiculas de glicoproteinas da superficie do envelope.

¥ S ™ SN A KAy AT e W A
FIGURA 14 - Nucleocapsideos em nucleoplasma celular. Nucleo celular claro devido a
marginalizagdo da heterocromatina (He) para regidao perinuclear, membrana nuclear
reduplicada (seta) branca, presenga dos nucleocapsideos (cabega de seta branca) no
nucleo da célula hospedeira.
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FIGURA 15 — Presenca de vesiculas contendo particulas virais intranuclear e
citoplasmatica. A — vesiculas virais (Vv) nucleo claro e palido devido a pouca
quantidade de cromatina, também se apresenta com aspecto coagulada (seta),
nucléolos localizados na periferia do nucleo celular (Nu) e mitocondria aumentadas
(seta); B — Nucleo celular anisocariotico (N) e Nucléolo (Nu), presenca de invaginagéo
da membrana nuclear (seta branca), marginalizacdo da cromatina (seta preta) e
virion margeando a membrana contido em vesicula (cabeca de seta) e Vv — vesiculas
virais.

1 200 NnmM

FIGURA 16 - Virions em vesiculas, com nucleocapsideo denso com conteudo
genbmicos viral (seta preta) e virions se rompendo (cabega de seta) e virion livre no
citoplama (seta branca).



43

FIGURA 17 - Virions invaginados na membrana citoplasmatica (seta branca),
presenca de varias vesiculas (seta) margeando a membrana celular na face
intracelular.

Alteracbes celulares observadas na microscopia Optica foram
semelhantes as observadas em outros trabalhos (CARMICHAEL et a., 1965,
AURELIAN e STRANDBERG, 1969; SMITH et al., 1970; POST, 1972), e
correspondem com alteragdes descritas também por outros herpesvirus. A
MET confirmou e evidenciou algumas alteragdes celulares observadas na MO,
como auséncia de eucromatina, além da redugcdo e marginalizagdo da
heterocromatina para regido perinuclear, resultante da atividade e replicagao
viral. Essas alteracbes nas estruturas celulares induzidas pela infec¢cao e
atividade viral foram descritas, por alguns autores, como corpusculo de
incluséo viral (CARMICHAEL et al., 1965; JOHNSON et al., 1969; JOHNSON et
al., 1970).

7.7. Titulagao Viral

A titulagao viral por diluicdo limitante, nas trés técnicas empregadas,
produziu resultados semelhantes. A DICTsy refere-se a quantidade de um
agente patogénico que ird produzir alteracdo patolégica em 50% das culturas

de células inoculadas. Para realizar o calculo da DICTsg foi utilizando o método
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proposto por REED e MUNCH, 1938. Na cultura de placa com meio VP-SFM a
DICTso obtida foi de 10**° /mL. Na cultura de células em placa com meio
DMEM suplementado com SFB a 1% a DICTs foi de 10 “***/mL, e na cultura
de célula em tubo foi 10*°%%°/mL.

A titulagdo viral com meio VP-SFM, os sobrenadantes das dilui¢des,
submetidos a qPCR apresentaram baixo numero de cépias e foi detectado
somente até a diluigcao 10. Nas diluicdes até 103, havia efeito citopaticos
evidentes, em todas as réplicas. A titulagdo em placa com soro, foi se obteve
maior numero de cépias de DNA viral pela qPCR. Nas trés técnicas, o efeito
citopatico foi observado até a diluicdo na 10, conforme apresentado no tabela
5. Apos a diluicdo 10, ndo houve amplificagdo e deteccdo na qPCR , nas
técnicas que continham soro. As titulagdes realizadas com soro apresentaram
concordancia, entre o efeito citopatico e a quantificacdo da carga viral pela
gPCR.

TABELA 5 - A carga viral das diluicées nas trés técnicas de titulagcéo pela
gPCR.

Diluicao do Tubos Placa Placa
Inéculo DMEM DMEM VP-SFM
10" 1,01x10° 3,75x10° 9,33x10"
1072 2,96x10° 3,34x10° 1,04x10°
10°° 5,73x10° 1,75x10" -

Dessa forma, para se obter a quantidade viral necessaria, na técnica em
tubos para a DICTso de 10 #°%®® seria de 5.733,38 copias/uL, e em placa para
DICTso de 10*°%° de 1,75x10* copias /pL. .

Os baixos valores de titulagdo viral obtidos nas técnicas avaliadas
podem ser atribuidos a caracteristica de alguns herpesvirus com relagdo a
baixa replicagcdo (ROIZMANN et al., 1992). Percy et al. (1971) em isolamento
viral de fragmento de érgaos (figado, rim, pulmdo e bago) de caes infectados

experimentalmente, obteve infectividade somente até a diluigdo 107"
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8. Conclusoes

As técnicas moleculares empregadas para o diagnéstico do HVC-1
foram padronizadas. A snPCR e a qPCR apresentaram especificidade e
sensibilidade, suficientemente capazes de detectar o agente, com baixo
numero de copias de DNA viral contida na amostra. Ambas as técnicas
permitiram implementar o diagnéstico da infecgdo. No teste de sensibilidade
analitica tanto na gPCR como na snPCR foi detectado o HVC-1 até a diluigéo
10® em amostras bioldgicas ou15,35 copias do DNA viral por yL de sangue e
1,15 coépias/ug de fragmento de cérebro. Entretanto, a qPCR apresenta a
vantagem de ser uma técnica mais pratica e segura, que permite quantificar e
determinar a carga viral das amostras testadas.

O isolamento viral do HVC-1 foi realizado com sucesso permitindo a
visualizacdo dos efeitos citopaticos caracteristico, das estruturas virais e das
alteracgdes intracelulares nas células hospedeiras.

Na analise das sequéncias do DNA, observa-se que o agente apresentou
100% de identidade com sequéncia do HVC-1 ja publicada.

As trés modificagdes realizadas na titulagao viral por diluicdo limitante
apresentaram resultados semelhantes. No entanto, a técnica em placa com
meio DMEM suplementado SFB apresentou a maior producao viral, além de
ser a técnica mais pratica. Houve diminuicdo na producdo de particulas virais
quando se utilizou o meio livre de soro fetal bovino.

O presente trabalho verificou que foi possivel detectar o HVC-1 no estado

de Sao Paulo.
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Resumo

O herpesvirus canino tipo 1 (HVC-1) causa uma enfermidade infecto-contagiosa que
acomete cies em todo o mundo. E considerado o responsavel por causar problemas
reprodutivos, infec¢des respiratdrias, oculares, neuroldgicas e até morte em neonatos e
adultos imunossuprimidos. Este trabalho tem como objetivo isolar o HVC-1, utilizar
técnicas moleculares para auxiliar a determinagdo do titulo do HVC-1 em células
MDCK. Para isso, foi utilizado fragmento de rim de um filhote neonato que veio a
obito com suspeita de HVC-1. As amostras de tecidos do animal foram submetidas a

snPCR (seminested PCR) apresentando positividade ao teste. No isolamento viral foi
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possivel observar efeitos citopaticos caracteristicos do agente. Na microscopia Optica
(MO), foram identificadas alteragdes na morfologia celular, causado pela infecg¢do e
replicagdo viral na célula. As estruturas virais e as alteragdes intracelulares,

caracteristicas das infec¢des por herpesvirus.

Palavras chaves: herpesvirus canino, herpesvirus, isolamento viral, diagndstico, virus.

Abstract

The canine herpesvirus type 1 (CHV-1) causes an infectious disease that affects
dogs worldwide. It is considered to be responsible to cause reproductive problems,
respiratory infections, ocular, neurological and even death in newborns and
immunocompromised adults. This study aims to isolate CHV-1 using molecular
techniques as support in determining the title of CHV-1 in MDCK cells. For this, we
used a fragment of kidney from a newborn that died with suspected HCV-1. Were
accomplished snPCR (seminested PCR) in animal tissue samples showed positivity. In
the viral isolation was possible to observe cytopathic effects characteristic of the agent.
In optic microscopy, we identified changes in cell morphology caused by viral infection
and replication in the cell. The viral structures and intracellular changes, characteristics
of herpesvirus infections were observed in the electron microscope. The gene sequence

of the viral thymidine kinase showed 100% identity with the HCV-1 already

Keywords: canine herpesvirus; herpesvirus; viral isolation, diagnosis

Introducao

O herpesvirus canino pertence a familia Herpesviridae, da subfamilia
Alphaherpesvirus, e género Varicellovirus, sendo canideo especifico, ou seja, caes,
raposas e coiotes podem ser infectados por HVC-1 (Strive et al., 2007). Os virions sao
envelopados, variando de 120 a 300nm de didmetro e genoma total de 128 Kilobases
(Lust et al.,, 1974). O HVC-1 contétm DNA de fita dupla, dentro de um capsideo

icosaédrico e uma camada de material amorfo, o tegumento, localizado entre o envelope
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e o capsideo (Roizmann et al., 1992). Em levantamentos de soroprevaléncia a deteccdo
de anticorpo contra HVC-1 demonstra a presenca do agente de forma cosmopolita e em
alguns paises com elevado indices de animais soropositivos (Ledbetter, 2013). A
infeccdo pelo HVC-1 pode levar a problemas reprodutivos respiratorios, oculares,
neuroldgicos e até, morte em neonatos e adultos imunossuprimidos (Kawakami et al.,
2010; Ledbetter et al., 2009; Percy et al., 1968 ).

O HVC-1 foi primeiramente isolado em cultura de célula primaria, cultivada de
filhotes neonatais com infeccdo aguda que apresentaram alteragdes hemorragicas e
fatais (Carmichael et al., 1965a). Em outros relatos, foram observadas alteragdes
citopatogénicas de forma espontdnea em cultura de célula primaria DKTC (Dog Kidney
Tissue Culture), de caes aparentemente saudaveis. Essas alteragdes foram compativeis e
identificados como HVC-1 (Spertzel et al., 1965; Smith et al., 1970). Atualmente no
Brasil, foram descritos apenas dois relatos do agente. E somente em um foi realizado
isolamento viral do herpesvirus canino, a identificagdo foi realizada por meio dos
efeitos citopaticos associados com alteracdes andtomopatologicas (Oliveira et al., 2009;
Avila et al., 2011)

O advento da PCR (Reagdo em Cadeia pela Polimerase) possibilitou a detecgao
dos agentes, de forma rapida e sensivel de amostras clinicas. Principalmente em relagao
ao tempo e custo, € em se tratando de alguns agentes, em que o seu isolamento ¢
fastidioso e depende de varios fatores para o seu crescimento, em meios de culturas
celulares. Mesmo que o isolamento ocorra com sucesso pode depender de técnicas
moleculares para confirmar a sua identificagdo. Dessa forma, o presente trabalho tem
por objetivo a deteccdo do HVC-1 em isolamento viral associado técnicas moleculares

para confirmacgao e identificagdo do agente.
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Material e Métodos

Amostra

Foi coletado fragmentos de 6rgdos (cérebro, linfonodo submandibular, pulmao,
figado e rim) de um neonato canino de 21 dias que foi a 6bito, em que apresentava
vocalizagdo constante, dor e distensdo abdominal, diarréia e episddios de émeses. O
fragmento de rim foi utilizado para o isolamento viral e preparado como inéculo, sendo
macerado com auxilio de almofariz e pistilo. E entdo, constituido na concentracao de
10% (p/v) com meio DMEM e tratado com antimicrobianos na concentra¢do de 100 UI
penicilina G procaina, 100 pg/ pL de Sulfato de Estreptomicina, e 2,5 pg/mL de

Anfotericina (Gibco®™).

Isolamento Viral

Foi realizada a cultura de células MDCK com meio 10 mL de DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco®) suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB), cultivado em estufa a 37°C por 24horas. Apos este periodo, cultura de
células apresentou 100% de confluéncia da monocamada celular, e entdo o sobrenadante
foi removido. O inoculo foi filtrado com membrana de filtragdo de 0,45 um e aplicado 1
mL do filtrado sobre a monocamada de células. Em seguida, a garrafa com as células
inoculadas foi colocada no agitador orbital sob baixa agitacdo, por lhora a 34°C, para
adsorc¢ao viral. E entdo foram adicionados 9 mL de meio DMEM suplementado com 1%
de SFB a cultura de célula inoculada e incubada a 34°C. Foi realizado o monitoramento
dos efeitos citopaticos, a cada 24 horas, com microscdpio Optico invertido em objetivas

de 5X e 10X.
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Microscopia eletronica de Transmissao

A monocamada de cultura de células MDCK foi infectada com sobrenadante do
isolado viral da segunda passagem. No 7°dia poés-infeccdo, com 80% de efeito
citopatico na monocamada de células, foi removido o sobrenadante de células, e
realizado 3 lavagens com PBS com pH 7,4. Em seguida foi adicionado o fixador
Karnovsky sobre a monocamada celular e entdo raspada. Em seguida a monocamada
celular foi raspada e centrifugada a 6.000 x g por 10 minutos. O pellet de células
formado foi lavado com 4gua destilada e cetona, fixado com tetroxido de dsmio e
incluido em resina de epoxi (Araldite™). Foram realizados cortes ultrafinos com
Ultramicrotomo Ultracut UCT (Leica®), em seguida o corte foi colocado sobre grade
revestida de carbono, e contrastado com acetato de uranila a 5% , conforme descrito por
Sesso; Souza e Machado, 1998. A visualizagao do material foi realizado no microscopio
eletronico de transmissdo modelo Philips CM 100.

Também foi realizada a coloragdo de cultura de células infectadas com corante
Romanovsky tipo May-Griinwald-Giemsa, para visualizagdo das alteracdes celulares em

microscopio optico.

Extracao de DNA

Foram colhidas aliquotas dos sobrenadantes da cultura celular antes e durante o
periodo de infec¢do viral nas células. O DNA foi extraido utilizando utilizando o
lllustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), conforme instrugdes do
fabricante. Foram pesados 20 mg dos fragmentos de 6rgdos, em seguida macerados com
auxilio do mixer manual, o DNAs foram extraidos utilizando Wizard™ SV genomic
DNA purification system (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas
as amostras de DNAs foram mantidas sob congelamento a -20°C, at¢é o momento do

processamento da reacao de amplificagao.
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Seminested da Reacio em Cadeira pela Polimerase (snPCR)

Na reagdo de snPCR de amplificacdo foram utilizados os oligonucleotideos para
Timidina quinase, conforme descrito por Schulze e Bailimgartner, 1998, para nPCR
(nested PCR). No entanto foram realizadas algumas alteragdes na reagdo de
amplificagdo e sendo utilizada a seminested PCR (snPCR), com objetivo de se obter
mais sensibilidade e especificidade na deteccdo do agente das amostras testadas. Na
rea¢do de PCR foram empregados um primer externo (CHV1) e um interno (CHV4)
para um produto de 346 pb e na reagdo de snPCR utilizou-se os primers internos (CHV3
e CHV4) para um produto de 169 pb. A reacdo enzimatica de PCR foi preparada com
10 uL de Gotag® Green Master Mix (2x) (Promega); 0,3uM de cada primer, 2,5% de
DMSO (299,5%, Sigma-Aldrich),3ul de DNA na reagdao de PCR e 1 pl de amplicons
na snPCR, e agua livre de nucleases q.s.p. 20 pl. Para controle negativo da reagdo foram
utilizados agua livre de nucleases. As condi¢des de reagdes para PCR foram de 1 ciclo
de desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos para desnaturagcdo de 94°C por
30 segundos, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 30 segundos e
um ciclo de 72° C por 3 minutos. Na rea¢do de snPCR foi alterado somente o tempo de
desnaturacdo inicial e extensdo final para 1 minuto. Os produtos de PCR e snPCR foram
aplicados em gel de agarose 1,5%, corado com SYBR® Safe Stain (Invitrogen™), sendo
submetidos a eletroforese e visualizado sob luz ultravioleta (UV). Os produtos da reagdao
aplicados no gel de agarose foram purificados, utilizando o kit Illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE HealthCare) seguindo as orientagdes do fabricante. E
entdo, sequenciados na plataforma ABI 3500 e o kit BigDye 3.0 (Applied Biosystems®).

Foram realizados a PCR do in6culo e da cultura de célula para micoplasma e
adenovirus canino tipo 1 e 2, para verificar a presenga de contaminantes, conforme

descrito por Van Kuppeveld et al. (1992) e Hu et al. (2001).

Titulagao Viral

Foi realizada titulag¢do viral por dilui¢do limitante, com sobrenadante do isolado
viral da segunda passagem. Foi cultivas células MDCK em placas de 96 pocos e

realizada a diluicdo viral seriada na razdo 10 de 10" a 107'°, utilizando como diluente
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meio DMEM. A placa com as células inoculadas foi incubada a 34°C em estufa de CO»,
com umidade de 80%, durante 7 dias. O calculo da DICTs, (Dose Infectante de Cultura
de Tecido em 50% das culturas de células inoculadas) foi realizado pelo método

proposto por Reed e Miinch (1938).

Resultados

Isolamento e Titulacido Viral

Apds 24 horas da inoculagdo foram observados efeitos citopaticos focais
compativeis com herpesvirus canino, como agrupamento celular em forma de “cachos”,
células arredondadas e refringentes, elevagdo e desprendimento das células da
monocamada celular, conforme visualizagdo na figura 1. No terceiro dia foi observadas
aderéncias na parede do frasco da cultura inoculada, nas areas onde havia os focos de
efeito citopatico, a partir do quinto dia notou-se a presenca de 85 % células em citolise e

em suspensao.

. » % - Fa®me .
FIGURA 1 - Cultura de células infectadas com HVC-1 com efeitos citopaticos
A - monocamada de célullas MDCK no dia da inoculagdo; B - 24 horas poés-inoculagdo com
inicio de ECP com células refringentes e arredondamento (seta), célula em tumefagdo (cabeca
de seta) C - foco de ECP caracteristico de HVC-1, com agrupamento das células com aspecto
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de “cacho de uva” se desprendendo da monocamada celular D - 48 horas po6s-inoculagdo, com
vario focos de ECP com aspecto de grumos e dissemina¢io do HVC-1 nas células E- com 72
horas pos inoculagdo com a infec¢do difusa da monocamada e areas de destacamento celular
(seta); F - ap6s 96 horas varias células ja em necrose e em suspensao.

Na visualiza¢ao das células infectadas e coradas com Romanovski tipo May-
Griinwald — Giemsa foram observados focos de efeitos citopaticos, semelhante ao
observado em microscopio Optico invertido. Estdo presentes, areas com foco do efeito
citopatico e destacamento de células da monocamada, devido a degeneracdo celular e
citolise, as células apresentaram arredondamento e diminuidas. As células infectadas
apresentaram desorganiza¢do e marginalizacdo da cromatina para regido da membrana
perinuclear e o centro do nucleo com aspecto mais claro e palido, indicando a presenca
da inclusdo viral. As alteracdes celulares e efeitos citopaticos sdo visualizados na figura
2.

A titulagdo viral por dilui¢@o limitante obtida foi de 10%*° /mL.

FIGURA 2 — Cultura de células MDCK infectadas HVC-1 corada com os corantes
de Romanovski tipo May-Grunwald -Giemsa. A - objetiva de 10X- foco de efeito
citopatico (seta aberta); B - objetiva de 10X, centro de efeito citopatico com area de
destacamento de células arrendodadas; C - Objetiva 40 X -visualizagdo de células
com inclusdo viral (setas) ; células se soltando da monocamada celular e células
ainda integras na monocamada de células (cabeca de seta) ; D - objetiva 100X com
oleo de imersdo - visualizacdo de células com marginalizagdo da cromatina para
regido perinuclear, indicando presenca de inclusdo viral na célula (seta).
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Microscopia Eletronica de Transmissao

As particulas do HVC-1 observadas pela microscopia eletronica de transmissao
apresentaram nucleocapsideo denso contidos pelo tegumento, e envolto pela membrana
do envelope com glicoproteinas virais em sua superficie, com aproximadamente 150nm
(figura 3), semelhante ao encontrado por outros autores (Strandberg e Carmichael,
1965; Spertzel et al., 1965; Smith et al.,, 1968). No entanto, o tamanho dos
alfaherpesvirus estimados pela contrastagdo negativa variam de 120 a 300nm. Isso se
deve a variabilidade da espessura do tegumento e também pode ser atribuida a
integridade do envelope, que os tornam impermedveis e mantém a forma semi-esférica.
Virions com envelopes danificados sdo permeaveis a contrastagao e apresentam aspecto
de “ovo frito” (sunny-side up) com forma irregular e didmetro geralmente maior que um
virion integro (Roizman e Furlong, 1974). Em algumas células observou-se a presenca
de virus nu, somente com o capsideo na regido intranuclear (figura 4). Isso se deve a
sintese de DNAs virais e montagem dos capsideos que ocorrem somente no nicleo, mas
alguns herpesvirus podem ser de-envelopado e re-envelopado enquanto transitam
através do citoplasma (Roizman e Baines, 1991), conforme visualizado em figura 6.

Como na microscopia Optica, também foram visualizados os nucleos celulares
mais claros, com pouca presenca da cromatina e migracdo para regido perinuclear,
alguns focos de heterocromatina sdo descritos como ‘“coagulagdo” da cromatina. As
alteracdes da cromatina podem ser atribuidas a atividade de replicagdo viral (Knipe et
al., 2013). Em algumas células infectadas, verificou-se a reduplicagdo da membrana
nuclear, com regides de invaginacgdes e cariorrexe , também encontrado por Strandberg
e Aurelian (1969), conforme mostrado em figura 5-A. O citoplasma apresentou sinais
de degeneracdo e numerosas vesiculas de varios tamanhos. As mitocondrias
apresentaram aumentadas e alteracdes nas membranas.

Os capsideos cheios ou vazios sdo notados pela diferenca de densidades
indicando presenca do genoma e /ou polipetideos virais, observados também por Schrag
et al. (1989). Na figura 5-B, observa-se alguns virions contidos em vesicula, tanto
intranuclear como citoplasma, e livres no citoplasma, também visualizado por Johnson
et al., 1970. Na figura 7, observa-se virions deixando a célula hospedeira em regidao

periférica do citoplasma e vesiculas margeando a membrana.
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FIGURA 3 - Virion do HVC-1 visualizando as estruturas virais na microscopia eletronica de
transmissdo. NC - nucleocapisdeo; CA - capsideo; TG - tegumento; E - envelope; ES-
Espiculas de glicoproteinas da superficie do envelope.

i :
FIGURA 4 - Nucleocapsideos em nucleplasma celular. Nucleo celular claro devido a
marginalizagdo da heterocromatina (He) para regido perinuclear, membrana nuclear
reduplicada (seta branca), presenca dos nucleocapsideos (cabega de seta) no nucleo da célula
hospdeira.
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FIGURA 5 — Presenga de vesiculas contendo particulas virais intranuclear e citoplasmatica (A e
B) . A — vesiculas virais (Vv) nucleo claro e palido devido a pouca quantidade de cromatina,
também se apresenta com aspecto coagulada (seta), nucléolos localizados na periferia do
nucleo celular (Nu) e mitocondria aumentadas (seta branca) B — Nucleo celular anisocariotico
(N) e Nucléolo (Nu), presenga de invaginagdo da membrana nuclear (seta branca),
marginalizagdo da cromatina (seta preta) e virion margeando a membrana contido em vesicula
(cabeca de seta) e Vv — vesiculas virais

— 200 Nnm

FIGURA 6 - Virions em vesiculas, com nucleocapsideo denso com contetido genémicos viral
(seta preta) e virions se rompendo (cabeca de seta) e virion livre no citoplama (seta branca).
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FIGURA 7 — Virions egressando da célula para o meio extracelular. Virions invaginados na
membrana citoplasmatica (seta branca), presenga de varias vesiculas (seta) margeando a
membrana celular na face intracelular.

Reacdo de seminested PCR (snPCR)

Na snPCR, foram obtidos produtos do tamanho esperado para PCR de 346 pb e
na SN 169 pb, conforme apresentado na figura 8, mostrando bandas intensas e forte
fluorescéncia, das bandas positivas. Devido a alta concentragio de DNA foram
produzidas amplifica¢des ja na reacdo de PCR, e assim verifica-se a presenca de bandas
de arrasto na snPCR. Nas colunas em que ndo foram produzidas bandas na PCR,
observa-se que na snPCR essas bandas de arrasto ndo se formaram. Os controles
negativos ndo apresentaram amplificagcdes indicando que ndo houve contaminagdo na

reacao.
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169 pb

FIGURA 8 - Produtos de amplificagdo de snPCR de fragmentos de 6rgdos submetidos a
eletroforese. Coluna 1: cérebro; coluna 2: linfonodo submandibular; coluna 3: pulmio; coluna
4: bago; coluna 5: figado; coluna 6: rim; coluna 7: intestino delgado; coluna 8: controle
negativo; coluna 9: controle positivo vacinal diluido a 10, Reagéio de snPCR com amplificagdo
de produtos de 169 pb em todos os tecidos, com presenga de produtos da PCR e arrasto na
coluna 1; 3 e 7, devido a alta concentracdo de DNA viral. Foi utilizado marcador molecular de
50 pb.

Na PCR, ndo foram obtidas positividade nas amostras de cultura de célula
MDCK e no in6culo, para micoplasma e adenovirus tipo 1 e 2.

As seqiliéncias analisadas de tecidos de orgdos e isolamento viral, todas
apresentaram identidade de 100% e 99% com HVC-1 para o gene da timidina quinase
do GenBank™ com numero de acesso X75765 e AF361075 respectivamente,

confirmando a identificagdo do agente.
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Discussao

No isolamento viral foram observados efeitos citopaticos caracteristicos do
herpevirus canino, como observado por Carmichael et al.(1965a); Poste (1972), Navarro
et al.(2003). Também foi observada a rapida disseminacao em cultura celular pos-
inoculag@o (menos que 24 horas) e destrui¢do das células infectadas, como caracteristica
descrita dos herpesvirus (Roizmann et al., 1992).

As lesdes renais sdo encontradas com frequéncia em caes infectados, que podem
estar relacionadas a maior susceptibilidade renal a infeccao por HVC-1, em relagao aos
outros o6rgaos (Percy, 1971). Corpusculos de inclusdes virais, de adenovirus canino tipo
1 e morbilivirus canino, foram detectados em tecidos renais de cdes com alteragdes
neste Orgdo a necropsia (Inkelmann et al.; 2012). Isso pode estar relacionado a
permissividade desses tipos celulares a esses agentes virais (Wehner e Smith, 1983).
Dessa forma, pode ter contribuido para o isolamento viral a partir deste 6rgdo em
células renais de cdo (MDCK). Tendo em vista, que outras tentativas de isolamento do
HVC-1 foram realizadas em outros estudos, mas sem sucesso (Hashimoto e Hirai, 1984;
Avila et al., 2009; Gadsden, et al., 2013).

Na visualizagdo das células infectadas e coradas com Romanovski tipo May-
Grinwald — Giemsa foram observados focos do efeito citopatico, semelhante ao
observado em microscopio invertido em garrafas de cultura infectadas.

Na MET foi possivel estimar o tamanho da particula viral em 150nm,
semelhante ao encontrado por outros autores (Spertzel et al., 1965; Strandberg e
Carmichael, 1965; Smith et al., 1968). No entanto, o tamanho dos alfa-herpesvirus
estimados pela contrastacao negativa variou de 120 a 300nm. Isso se deve variabilidade
da espessura do tegumento e também pode ser atribuida a integridade do envelope, que
os tornam impermedveis € mantém a forma semi-esférica. Virions com envelopes
danificados sdo permeaveis a contrastacao e apresentam aspecto de “ovo frito” (sunny-
side up) com forma irregular e didmetro geralmente maior que um virion integro
(Roizmann e Furlong, 1974). Além disso, foram avaliadas as estruturas virais e
visualizadas as altera¢des na morfologia celular, em decorréncia da infec¢do viral, tanto
no nucleo como sitio de replicagcdo do virus, como no citoplasma presente em vesiculas

ou livre.
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A MET confirmou e evidenciou algumas alteragdes celulares observadas na MO,
como auséncia de eucromatina, além da reducdo e marginaliza¢do da heterocromatina
para regido perinuclear, resultante da atividade e replicacdo viral. Essas alteragdes sobre
as estruturas celulares induzidas pela infec¢dao e atividade viral foram descritas, por
alguns autores, como corpusculo de inclusdo viral (Carmichael et al., 1965b; Johnson et
al., 1969; Johnson et al., 1970).

O baixo valor da DICT50 pode ser devido & baixa produgdo viral. De acordo
com Percy et al. (1971), em isolamento viral de fragmento de orgaos (figado, rim,
pulmdo e bago) de cdes infectado experimentalmente, obteve baixa infectividade das
células inoculadas e somente até a dilui¢do 107", Isso pode indicar uma caracteristica de
alguns herpesvirus com relagdo 4 baixa replicagdo (Roizmann et al., 1992).

A negatividade a PCR para micoplasma e adenovirus canino tipo 1 e 2, descarta
a possibilidade de contaminagdo do 6rgdo inoculado e da cultura de célula infectada,
por estes agentes. Tendo em vista que sdo considerados contaminantes de cultura celular
(Spertzel et al., 1965; Kuppeveld, et al., 1994). Além disso, o adenovirus canino pode
produzir efeitos citopaticos em células MDCK, e pode causar a morte em filhotes
caninos (Almes, 2010).

A snPCR que amplifica o fragmento do gene da timidina quinase mostrou-se
especifica e eficiente, nas amostras submetidas ao teste. Em seguida, foi confirmada
pelo sequenciamento do produto da snPCR obtido, demonstrando identidade com as
seqliéncias do HVC-1. Dessa forma, comprovando a identificagdo do virus isolado em

cultura celular e a presenca do agente no animal infectado.
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Conclusoes

O trabalho apresentado demonstra que o isolamento viral do HVC-1 foi
realizado com sucesso permitindo a visualizagdo dos efeitos citopaticos caracteristico,
das estruturas virais e das alteragdes intracelulares nas células hospedeiras. Nas
sequencias do DNA, observa-se que o agente apresentou 100% de identidade com a
sequencia ja publicada. O uso de técnicas moleculares pode auxiliar na deteccdo e
identificacdo do agente em animais infectados, como foi utilizado neste caso. Dessa
forma, pode auxiliar no controle e prevencao das doengas entre os animais susceptiveis.
Ha poucas informacdes respeito do agente no Brasil, por isso hd necessidade de mais

estudos para compreender a epidemiologia da infec¢do do HVC-1, na populagado canina.
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