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CINOMOSE EM QAES NATURALMENTE INFECTADOS: TECNICAS
DIAGNOSTICAS E ANALISE FILOGENETICA DO GENE DA HEMAGLUTININA
DO VIRUS DA CINOMOSE

RESUMO - A cinomose canina € uma das enfermidades infectocontagiosas
mais importantes que acomete os cdes. E uma doenca causada pelo virus da
Cinomose (“Canine Distemper Virus” - CDV), um Paramyxovirus, do género
Morbillivirus, de ocorréncia mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo de sexo ou
raca, apresenta maior incidéncia em animais jovens, podendo acometer todas as
idades. No Brasil, pesquisas sobre o uso de técnicas que comparam os diferentes
testes diagnosticos direto para o virus da cinomose (CDV) associado a analise
molecular e filogenética do mesmo ainda continuam escassas. Além disso, sao
poucos os estudos sobre epidemiologia molecular que relatam diferencas marcantes
na andlise filogenética do gene hemaglutinina (H) do CDV entre os isolados de campo
e as cepas de referéncia do CDV, especialmente aquelas utilizadas na producédo de
vacinas. Dessa maneira, o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar os
principais métodos diagndésticos laboratoriais para identificacdo do CDV em cédes com
suspeita de cinomose associando a analise filogenética do gene H dos isolados de
campo. O Ensaio imunocromatografico direto (IC), a RT-PCR e a Nested-PCR foram
avaliados para deteccdo do CDV em diferentes amostras clinicas (urina, suabes retais
e conjuntivais) de 62 animais suspeitos de cinomose, provenientes do atendimento
ambulatorial do hospital veterinario da Unesp (Jaboticabal-SP) e de clinicas
particulares da regido. ApoOs deteccdo viral as amostras foram submetidas a
sequenciamento seguida de andlise filogenética do gene H do CDV. Um total de 42
animais foram positivos em pelo menos uma das técnicas utilizadas neste
experimento. As técnicas moleculares (RT-PCR e Nested-PCR) demonstraram maior
sensibilidade que o ensaio comercial de IC. Os resultados obtidos da analise
filogenética do gene H sugeriram que o grupo de isolados do CDV no Brasil sdo
distintos das cepas vacinais e sdo mais relacionados genotipicamente aos isolados
Europeus 1/Sul-Americanos 1. Em conclusédo, a técnica Nested-PCR aplicada na
deteccdo do CDV em suabes retais revelou-se o método mais eficaz e sensivel para
identificacdo desse virus, que associado a andlise filogenética pode ser classificado
em um clado diferente das cepas vacinais sugerindo um potencial de infeccéo para 0s
cdes domesticos inclusive os vacinados.

Palavras-chaves: Canis lupus familiaris, Detecg¢éo viral, Filogenia, Morbillivirus.



DISTEMPER IN DOGS NATURALLY INFECTED: DIAGNOSTIC TECHNICAL AND
PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE HEMAGLUTININ GENE OF THE CANINE
DISTEMPER VIRUS

ABSTRACT - Canine distemper is one of the most important infectious diseases
that affects dogs. It is a Canine Distemper Virus (CDV), a Paramyxovirus, of the genus
Morbillivirus, a global deforest, without seasonality, without predilection of sex or race,
that is constituted by the majority of the animals, being able to affect all ages. In Brazil,
research on the use of techniques that compare the different direct diagnostic tests for
the distemper virus (CDV) associated with a molecular and phylogenetic analysis of
the same are still scarce. In addition, there are some studies on molecular
epidemiology that report differences in the phylogenetic analysis of the hemagglutinin
(H) gene from CDV between the fields of action and as a reference for CDV, especially
the practices used in the production of vaccines. Thus, the main objective of this study
is to identify laboratory diagnoses for the identification of CDV in dogs with suspected
pair association to the phylogenetic analysis of the H gene of the field isolates. The
direct immunochromatographic (CI) assay, RT-PCR and nested-PCR were evaluated
for the detection of CDV in different animal species (urine, swabs and conjunctival) of
62 suspected cases of distemper from the outpatient clinic of the Unesp (Jaboticabal-
SP) and the private medical records of the region. After viral detection as sequential
sequencing followed by phylogenetic analysis of the CDV H gene. A total of 42 animals
were positive at least one of the experiment techniques in this experiment. As
molecular techniques (RT-PCR and Nested-PCR) demonstrated greater sensitivity
than the commercial IC test. The results obtained from the phylogenetic analysis of the
H gene suggest that the group of CDV cells in Brazil are distinct from the vaccine
strains and are more commonly genotyped to the following European 1 / South
American 1. In conclusion, a Nested-PCR technique. CDV can be used as a more
effective and sensitive method to virus infection, which is associated with a
phylogenetic analysis that can be classified into one of the different clones of the
vaccines, suggesting a potential for infection for animals that include the vaccinated.

Keywords: Canis lupus familiaris, Viral detection; Phylogeny; Morbillivirus.



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1 INTRODUCAO

A cinomose canina (CC) é uma doenca infectocontagiosa causada por um
Paramyxovirus, do género Morbillivirus, de apresentacdo clinica sistémica e/ou
neurolégica. O virus da cinomose canina (CDV — “Canine distemper virus”) € um virus
imunossupressor, com genoma constituido por RNA de fita simples e orientacédo
negativa e, além disso, possui um envelope com duas proteinas estruturais
(hemaglutinina e proteina de fusdo) que lhe conferem, respectivamente, capacidade
de tropismo tecidual e fusdo celular com as células do hospedeiro.

Embora seja uma enfermidade mais comum em cées pode acometer outras
espécies incluindo canideos silvestres, mustelideos e felideos. Sua ocorréncia &
mundial, sem sazonalidade, sem predilecdo de sexo ou raca e apresenta maior
incidéncia em animais jovens, embora possa acometer cées de todas as idades. A
infeccdo pelo CDV apresenta uma alta taxa de morbidade e letalidade;
aproximadamente cerca de 60-70% dos animais infectados vao a oObito, fazendo com
gue a letalidade dessa enfermidade fique atras apenas da que é causada pelo virus
da raiva.

A CC ocorre frequentemente na rotina clinica com prognadstico, na maioria dos
casos, de reservado a ruim, sendo que 0s animais que sobrevivem podem apresentar
sequelas neurologicas principalmente caracterizadas pelos processos de
desmielinizacédo. Em geral, as alteracdes desmielinizantes estéo relacionadas com a
infeccdo direta pelo CDV em oligodentrdcitos na fase aguda, e por processos imune-
mediados na fase cronica.

O guadro clinico depende da idade do animal, do estado imunoldgico e da cepa
viral. Somente um sorotipo do CDV tem sido descrito, porém tem sido demonstrado
que os isolados de casos clinicos apresentam uma variabilidade genética que resulta
em variabilidade antigénica consideravel e ainda variacdes de patogenicidade (novos
patotipos) e viruléncia nos hospedeiros.

A falta de padrdes especificos nos exames laboratoriais de rotina torna o
diagnéstico precoce mais laborioso. Na rotina clinica, o principal diagnostico é



baseado nas manifestacdes clinicas dos cées, no entanto, as variagdes nos sinais
clinicos da cinomose dificultam ainda mais sua diagnose.

Além disso, ensaios soroldgicos diretos como testes de imunofluorescéncia,
imunoenzimatico (ELISA) e imunocromatograficos (IC) frequentemente utilizados para
deteccdao viral podem confirmar a doenca apenas no intervalo de 4 dias a 3 semanas
apos a infeccao, pois apds esse tempo o virus geralmente desaparece no sangue e
migra para outros 6rgdos ou para o sistema nervoso diminuindo a sensibilidade.
Assim, nas formas subaguda ou crénica da doenca, essas técnicas acabam
produzindo resultados falso-negativos.

Por outro lado, os testes que priorizam a pesquisa de anticorpos anti-CDV, nao
possuem uma alta especificidade para diagnoéstico da CC, pois altos titulos de
anticorpos anti-CDV podem ser um resultado de vacinacao prévia, bem como infeccao
subclinica ou clinica. Ademais, durante uma grave infeccéo, titulos de anticorpos
podem ser baixos devido as fortes propriedades imunossupressoras do CDV.

Atualmente o teste imunocromatograficos direto para detec¢édo qualitativa do
CDV em diversos tipos de amostras (suabe conjuntival, sangue, urina e etc) € o
método mais utilizado na préatica ambulatorial veterinaria. Normalmente em forma de
kit, 0 exame € rapido, seguro, altamente especifico e sensivel, com leitura visual de
facil interpretacdo, ndo necessitando de instrumentacdo. Entretanto, cdes vacinados
contra a CC ndo devem ser testados pelo o kit, a menos que seja respeitado o intervalo
de 15 dias entre a vacinagdo e a realizacdo do teste, pois ap0s esse periodo, 0s
antigenos virais da vacina ndo sdo mais detectados, o que evita a ocorréncia de falso-
positivos. Ja, animais tratados com soros hiperimunes anti-CDV podem gerar falso-
negativos nesse teste, pois 0s anticorpos circulantes no sangue podem neutralizar o
antigeno viral que seria detectado pelo kit cromatografico.

Com o surgimento de técnicas de diagndstico molecular, o genoma do CDV, ou
partes dele podem ser detectados em amostras biologicas frescas com alta
sensibilidade, especificidade e rapidez. Nesse contexto, sabe-se que a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), precedida de transcri¢ao reversa (RT), vem
sendo empregada com sucesso na detecgédo do CDV em diferentes tipos de amostras

biolégicas.



Segundo a literatura, o aparecimento de surtos de CC nas ultimas décadas em
animais vacinados e nao vacinados foram consequéncia de infec¢gées naturais com
cepas de campo nao relacionadas as vacinais. Isto levanta a questao de saber se as
vacinas atuais efetivamente protegem contra isolados de campo do CDV.

Além disso, varios estudos mostraram diferencas antigénicas entre cepas de
vacinas e isolados de campo. Recentemente, sugeriu-se que cepas distintas de CDV
estavam circulando em algumas cidades brasileiras, no entanto, parecem fazer parte
de um clado sul-americano distinto de CDV.

Embora a CC seja endémica no Brasil, as informacdes sobre a epidemiologia
molecular dessa infec¢éo viral sdo escassas. Por isso ha necessidade de desenvolver
estratégias mais apropriadas e eficientes para fazer a caracterizacdo mais completa
dos novos isolados variantes do CDV no Brasil, em especial quanto as propriedades
genotipicas do gene H e da glicoproteina correspondente e aos perfis de
patogenicidade dessas cepas. Isso permitiria também caracterizar melhor os patotipos
dos virus envolvidos em surtos da doenca, bem como estabelecer por estudos in silico
as relacoes de variacfes encontradas na sequéncia deduzida de aminoacidos da
glicoproteina H com variacfes nos sitios antigénicos neutralizantes mais importantes
do CDV, que poderiam caracterizar o gradual distanciamento de novos isolados do
CDV com relagédo as cepas vacinais de referéncia desse virus, acarretanto uma baixa
imunidade-cruzada e consequentemente em menor nivel de protecdo contra essas
variantes do CDV.

Dessa maneira o presente trabalho tem como principal objetivo avaliar os
principais métodos de diagndsticos laboratoriais para identificacdo do CDV em cées
com suspeita de cinomose associando a analise filogenética do gene H dos isolados

de campo.
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CONCLUSAO
Os resultados do presente estudo indicam que um grupo de cepas do CDV da
regido Sudeste (Norte do Estado de S&o Paulo) no Brasil sdo, com base nas

sequéncias do gene H, distintos das cepas vacinais e préximos genotipicamente dos
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isolados Europeus 1/Sul-Americanos 1. Ademais, 0S nossos resultados indicam
também para um maior potencial de infeccdo dessas cepas do CDV para caes
domeésticos, inclusive para os animais vacinados, apesar de que para melhor elucidar
isso, estudos de imunogenicidade e patogenicidade mais amplos sdo necessarios a
fim de caracterizar mais acuradamente essas novas cepas e na tentativa de associar
tais caracteristicas com as falhas na protecdo vacinal, e assim, futuramente propor
uma nova estirpe homéloga vacinal para testes em experimentos de imunizacéo e

protecdo cruzada de caes.
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