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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.



1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Cinomose canina (CC)

A cinomose canina (CC) € uma doenca infecto-contagiosa febril que apresenta
distribuicdo mundial e acomete diversas espécies de carnivoros, inclusive os cées
domeésticos (Canis lupus familiaris) (Arns et al., 2007).

A CC é mencionada desde o século XVIII, mas foi em 1809 que ocorreu a
primeira descricdo clinica e, apenas 100 anos depois, foi confirmada a etiologia viral
dessa doenca, com a consagracdo de tal postulado em 1926. A doenca € descrita
como enfermidade enzootica e, em grande parte se apresenta na forma subclinica, na
qual os animais infectados eliminam o virus no ambiente, constituindo um relevante

elemento e de dificil forma de controle dessa virose (Barret, 2010).

1.2.2 Etiologia

O virus da cinomose (CDV - canine distemper virus) € um membro da familia
Paramyxoviridae pertencente ao género Morbillivirus, sendo antigenicamente
relacionado com o virus do sarampo, com o virus da peste dos peguenos ruminantes
e com o virus da peste bovina (Deem et al., 2000).

O genoma do CDV é composto de uma molécula de RNA de fita simples com
cerca de 15,5 kb e polaridade negativa, que codifica seis proteinas: proteina da matriz
(M), proteina de fusao (F), hemaglutinina (H), nucleoproteina (N), polimerase (L) e
fosfoproteina (P), das quais as mais estudadas s&o a hemaglutinina e a
nucleoproteina, cujos genes sao comumente utilizados para estudos filogenéticos
(Figura 1) (Pardo et al., 2005).
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Figura 1. Particula viral do virus da cinomose canina (Fonte: VIRALZONE, 2018).

A hemaglutinina esta presente na superficie do envelope viral e € responsavel
pela ligacao dos virions a receptores da célula hospedeira e tem um papel importante
na inducdo de imunidade especifica pelo hospedeiro, além de exercer funcéo
relevante na neuro-invasividade do CDV, em raz&do de possuir sitios envolvidos na
interacd0 com receptores presentes nas células do sistema nervoso. Além disso, 0
gene que codifica a proteina H € altamente polimérfico e pode ser utilizado para
andlises filogenéticas do CDV (Arns et al., 2007; Rosa et al., 2012).

Apesar de induzir altas taxas de morbidade e mortalidade, o CDV é facilmente
destruido por desinfetantes comuns possuindo também alta sensibilidade as
condi¢cbes ambientais de temperatura e radiacdo solar (Martella et al. 2008; Rosa, et
al., 2012; Sawatsky e Von, 2010).

1.2.3 Epidemiologia

A infeccdo pelo CDV é enzoo6tica no mundo inteiro, sendo que a doenca por
esse virus ocorre com maior frequéncia em caes jovens ndo vacinados. Falhas
vacinais, associadas com esquemas de vacinacdo inadequados ou mesmo com
vacinas comerciais de baixa qualidade, podem resultar na ocorréncia de doenca
mesmo em cdaes vacinados. No Brasil e em outros paises em desenvolvimento a
situacdo epidemiolégica da cinomose é semelhante e apresenta uma frequiéncia
relativamente elevada da ocorréncia dessa enfermidade. Entretanto, essa situacéo é

diferente em paises desenvolvidos que conseguiram reduzir a incidéncia da doenca



pela vacinacdo massiva, mas ainda apresentam surtos esporadicos de cinomose
(Arns, et al., 2007; Nelson e Couto, 2010).

O contato direto com as secre¢des nasais, orais e urina de animais infectados
se constitui na principal forma de transmissdo do CDV. A disseminacgéao do virus a
curtas distancias por aerossois também parece ocorrer com certa freqiéncia. A
transmisséo por fémites e no ambiente nosocomial também tem sido descrita. Apds a
infeccdo, os animais excretam o virus nos fluidos corporais por periodos prolongados
de até 90 dias (Arns, et al., 2007; Nelson e Couto, 2010).

1.2.4 Patogenia

Em relacdo a sua patogenia, durante a exposicéo natural, o virus da cinomose
se propaga de um hospedeiro para outro principalmente por gotas de aerossois
eliminadas por um animal infectado que entra em contato com o epitélio do trato
respiratorio superior de outro animal. Em 24 horas, as particulas virais se replicam nos
macréfagos e se disseminam pela via linfatica local, para tonsilas e linfonodos
brénquicos. Seguindo esta multiplicacdo local o CDV é entéo difundido pelo sistema
linfatico e sangue aos tecidos hematopoiéticos distantes durante a primeira fase de
viremia em aproximadamente 48 horas ap0s a exposicdo. Com a infec¢ao do sistema
linfoide, pode ocorrer imunossupresséo, resultando em infeccbes bacterianas
secundarias como conjuntivite, rinite e broncopneumonia, que sdo comumente vistas
nas infecgdes por CDV (Figura 2) (Vandevelde e Zurbriggen, 1995).

Quatro a seis dias ap0s a viremia preliminar, uma segunda viremia ocorre
intensamente via trafego leucocitico. O CDV passa a se disseminar a partir da mucosa
respiratoria, da vesicula urinaria e do trato gastrointestinal, para o epitélio de outras
superficies mucosas e também para os tecidos do sistema nervoso central (SNC), no
periodo de oito a 10 dias pdés-infeccdo, por via hematdgena ou pelo liquor, ap6s
viremia (Khuth, et al., 2001; Vandevelde e Zurbriggen, 1995).
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Figura 2. Fisiopatogenia do virus da cinomose canina (Fonte: GREENE e
VANDEVELDE, 2018)

Alguns estudos sugerem que a infec¢do do sistema nervoso central (SNC) pelo
CDV ocorre precocemente, na fase sistémica da doenga. Neste caso, a cinomose
progride da forma sistémica para a neuroldgica, aparentemente por falha do sistema
imune levando ao desenvolvimento de polioencefalomielite, encefalomielite
desmielinizante ou de ambas (Khuth, et al., 2001; Mangia e Paes, 2008).

A encefalomielite de modo geral € iniciada ap6s entrada viral no SNC, o trafego
leucocitario dissemina o CDV para as substancias cinzenta e branca do SNC e para
as células epiteliais e macréfagos do plexo coroide. O virus € transferido das células
epiteliais e ependimarias do plexo coroide para dentro do liquido cefalorraquidiano
(LCR) nos macrodfagos infectados. Ele é também disseminado através do sistema
ventricular e das células ependimarias infectadas que revestem o sistema ventricular

e, entdo, se espalha localmente para infectar astrécitos e microglia. As lesbes



periventriculares da substancia branca, especialmente aquelas que circundam o
guarto ventriculo, sdo o resultado dessa sequéncia de eventos (Mangia e Paes, 2008).

1.2.5 Sinais Clinicos

A maioria das infec¢des pelo CDV €, provavelmente, subclinica ou associada a
sinais discretos de infeccdo na porgdo superior do trato respiratorio que se resolvem
sem tratamento, porém quando a imunidade do animal é afetada o mesmo
desenvolvera a doenca. O primeiro sinal de infeccéo é a presenca de secrecao nasal
ou ocular, serosa a mucopurulenta, seguida por tosse seca e, as vezes, tonsilite. Com
0 desenvolvimento de pneumonia, a tosse se torna produtiva. Os caes acometidos
apresentam depressao, inapeténcia e, com frequéncia, febre. Ha diarreia, que pode
ser discreta ou grave. Os coxins plantares e 0 nariz podem apresentar hiperqueratose
(Figura 3) (Nelson e Couto, 2010).

Y

plano nasal (Fonte: Cristina, 2018)

Os sinais neuroldgicos se iniciam uma a trés semanas depois que 0 cao
comeca a se recuperar da doenca sistémica e podem incluir deméncia, desorientacao,
convulsdes, sinais cerebelares ou vestibulares, tetraparesia e ataxia. A dor cervical é
incomum. As convulsbes podem ser de qualquer tipo, dependendo da regido do

cérebro envolvida, mas as convulsdes com movimentacdo intensa da mandibula,



causadas pela polioencefalomalacia dos lobos temporais, sdo comumente descritas.
A mioclonia, uma contracao ritmica repetitiva de um grupo de musculos que resulta
em flexdo repetida de um membro ou contragcbes dos musculos mastigatorios, é
muitas vezes denominada coreia da cinomose e é bastante comum em cdes com
encefalomielite relacionada com a doenca (Dias et al., 2012).

Em alguns cées infectados, observam-se uveite anterior, neurite Optica ou
coriorretinite. Os caes que sobrevivem a infeccdo menos grave pelo CDV antes da
erupcdo dos dentes permanentes costumam apresentar superficies dentarias
irregulares e descoloracdo dentaria amarronzada, devido a hipoplasia do esmalte
induzida pelo virus. Animais mais velhos ocasionalmente desenvolvem
encefalomielite crénica meses ou anos apoés se recuperarem de uma infeccao prévia
pelo CDV (encefalomielite do cdo idoso), com anomalias neurolégicas que incluem
tetraparesia progressiva ou disfuncdo vestibular na auséncia de sinais sistémicos
(Dias et al., 2012; Nelson e Couto, 2010).

1.2.6 Diagndstico

O diagnéstico inicial de infeccdo pelo CDV baseia-se no historico e nos
resultados do exame fisico enquanto que o diagnéstico confirmatoério depende dos
exames laboratoriais para isolamento do agente ou para a deteccao de genes ou
regides génicas especificas do CDV por técnicas moleculares ou alternativamente da
deteccdo de antigenos virais por técnicas imunolégicas, podendo também se buscar
a deteccao de anticorpos especificos contra 0 CDV por técnicas soroldgicas (Elia et
al., 2006; Noon et al., 1980).

Caes com cinomose podem apresentar alteracdes tipicas ao hemograma como
neutropenia, caracterizada pela redugdo absoluta do numero de neutrdéfilos
segmentados, que pode ser explicada por trés mecanismos fisiopatogénicos, tais
como a diminuicdo de producdo pela medula 0ssea, a destruicdo e o aumento da
demanda tecidual. A anemia é uma alteracao relacionada ao CDV, assim como a
imunossupressao e a encefalomielite. No entanto parece nao haver fundamentagao
biol6gica entre a infeccéo pelo CDV e a anemia, uma vez que o virus nao tem tropismo
por eritrocitos ou por seus precursores nucleados intramedulares (Greene e Appel,
1998).
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A linfopenia é um achado consistente para auxiliar no diagnéstico clinico nos
casos de cinomose aguda, ja que o CDV tem tropismo por células linféides. Além
disso, pode-se observar trombocitopenia no inicio do curso da moléstia (Swango,
1997; Sherding, 2003; Silva et al, 2005).

Foi demonstrado também que filhotes de cades experimentalmente infectados
com o CDV desenvolveram trombocitopenia, que parece ser provocada por um
processo de destruicdo imunomediada de plaquetas e que € independente da ativacao
do sistema complemento, apesar de que a origem dos imune-complexos e sua
orientacdo para a superficie das plaguetas sdo desconhecidas, bem como a
trombocitopenia em infec¢gBes naturais pelo CDV em canideos (Silva et al., 2005).

Ademais, cdes e outras espécies vacinadas com virus vivo modificado da
cinomose podem desenvolver trombocitopenia branda a severa, com diminuicbes
transitorias na concentracao de plaquetas. Embora sangramento tenha sido relatado
de 1 a 21 dias ap0s a vacinagdo, estudos mais avan¢cados dessas observacdes nao
foram publicados. E interessante ressaltar que a pUrpura trombocitopénica aguda tém
ocorrido em humanos vacinados contra o sarampo, caxumba e rubéola, geralmente 2
a 3 semanas ap0s a vacina¢do. Ainda, a presenca de auto-anticorpos especificos
contra plaquetas, tem sido relatada em pessoas com sarampo, HIV, e outras doengas
virais, mas o seu papel na patogenia da trombocitopenia viral é praticamente
desconhecida (Scott, 2000).

O CDV pode ser detectado em secrecdes, excrecbes e em suabes de
conjuntiva, através de kits de imunoensaios cromatogréficos (IC) que detectam a
presenca de antigenos virais na amostra biolégica (Figura 4). O kit comercial
imunocromatografico € um método modificado de deteccéo direta de antigeno que
evidencia a interacdo antigeno-anticorpo, embora alguns trabalhos relatam
interferéncia no padrdo do teste em animais vacinados com vacinas vivas, ainda
assim, ele tem sido utilizado nas clinicas e consultérios veterinarios como apoio

laboratorial no diagnostico ante mortem do CDV (An et. al., 2008; Martella et al, 2008)
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Figura 4. Teste imunocromatograficos utilizado para deteccdo direta do virus da

cinomose (Fonte: adaptado de Calado, 2018)

Outro método passivel de ser realizado é a pesquisa de corpusculos de
inclusdo, presentes em células de tecidos ou fluidos biolégicos, observadas no
esfregaco em lamina. Por ser encontrada na fase de viremia da cinomose, apesar da
baixa freqiiéncia, a deteccdo desses corpusculos de inclusdo é considerada uma
ferramenta de diagndstico precoce (Silva et al, 2005; Swango, 1997).

Além de exames laboratoriais, as técnicas moleculares de RT-PCR sé&o
altamente sensiveis para detectar e identificar a presenca do virus da cinomose em
amostras biolégicas. O CDV pode ser detectado pela técnica RT-PCR (reverse
transcription — polymerase chain reaction), que é considerada um método especifico
de diagndstico (Tozato et al., 2016). Segundo Fischer et al. (2016), amostras de
sangue total, soro, urina e liquor podem ser mais sensiveis para a detec¢cdo de CDV
por RT-PCR do que técnicas que demonstram antigenos e anticorpos, porém ainda
essas técnicas tém custo oneroso para ser utilizada rotineiramente.

Diversos estudos com o uso da RT-PCR foram relatados, onde foram utilizados
oligonucleotideos direcionados para diferentes genes do CDV, principalmente da
fosfoproteina, da hemaglutinina e da nucleoproteina (Elia et al., 2006; Tozato et al.,
2016).

Embora, a sensibilidade e a especificidade da RT-PCR sejam influenciadas
pelo tipo de oligonucleotideo selecionado, os resultados mostram que esta € uma
técnica confidvel para a detec¢do do virus da cinomose, inclusive para ser utilizada
posteriormente em técnicas de sequenciamento (Espinal et al., 2014; Martinez-
Gutierrez, Ruiz-Saenz, 2016).
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No entanto, no intuito de aumentar a sensibilidade e especificidade para
deteccdo do CDV nos métodos moleculares alguns autores recomendam o uso da
técnica de Nested-PCR. Sua metodologia consiste em usar uma amostra primaria
derivada de um produto ja amplificado por uma PCR anterior com um par de primers
internos ao par utilizado na primeira reacao, ou seja, € a PCR do produto da PCR.
Apesar desta técnica apresentar demasiado tempo para afericdo dos resultados finais
é indicada para pequenas quantidades de amostras nas diferentes fases da doenca
viral (Silva et al., 2005; Tozato et al., 2016).

1.2.7 Tratamento e profilaxia

O tratamento para a cinomose é de suporte, ndo especifico e, com frequéncia,
insatisfatorio. Ja, a prevencao dessa enfermidade infecciosa depende da vacinagao
com cepas atenuadas ou vacinas com virus vivo modificado e vacinas recombinantes
(poxvirus aviario como vetor do DNA complementar [cDNA] dos genes das proteinas
H e F do CDV), em formulacdes mono ou polivalentes, que € a estratégia mais
utilizada no combate a cinomose. O sucesso das vacinas disponiveis depende da
variabilidade antigénica existente entre isolados do CDV, além da qualidade dos
imundgenos e da resposta dos individuos vacinados (Arns et al., 2007; Dias et al.,
2012; Martella et al. 2008).

1.2.8 Variantes do CDV

Ainda que seja reconhecido um unico sorotipo do CDV, surtos ocorridos nos
altimos anos nos Estados Unidos e estudos de filogenia com base principalmente no
gene H realizados também em outros paises tém apontado para um distanciamento
genético entre as amostras de CDV utilizadas como cepas vacinais e as cepas
circulantes na populacdo canina (Demeter et al., 2010; Iwatsuki et al., 2000; Martella
et al., 2006; Wowa et al., 2010).

Estudos realizados no Brasil utilizando a andlise filogenética dos genes H e/ou
N do CDV apontaram diferengas entre amostras circulantes de cidades do estado de
Séo Paulo e as cepas comumente utilizadas na producao de vacinas contra o CDV e

comercializadas no pais (Castilho et al. 2007; Rosa, et al., 2012).
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Budaszewski et al. (2014) observaram com base na analise filogenética do
gene H em amostras de animais colhidas de varias regides do Brasil, variantes
pertencentes ao genotipo América do Sul-1/Europa, que inclui isolados do sul do
Brasil, Uruguai, Argentina e paises europeus e ao genétipo Rockborn, que inclui
genotipos isolados na China e EUA.

Adicionalmente Espinal et. al. (2014), através de estudos filogenéticos
evidenciaram uma nova linhagem circulante em amostras colhidas na Coldombia, na
qual denominou América do Sul-4, devido as diferencas marcantes entre os isolados
colombianos e de outras regides ao redor do mundo, inclusive as principais estirpes
vacinais.

Assim, fica evidendiado que as relacdes dos parametros de patogenicidade e
de filogenia, entre os isolados brasileiros e as estirpes de referéncia do CDV
provenientes de outros paises, especialmente aquelas utilizadas na producdo de
vacinas, ainda ndo € muito bem conhecida, de forma que investigacdes adicionais sdo
necessarias para melhor caracterizar as mudancas causadas por mutacdes génicas

na proteina H dos isolados de CDV de nosso pais.
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CAPITULO 2 — Comparacao entre técnicas de Diagndstico Direto para o Virus da

Cinomose

Direct comparison of diagnostic techniques for canine distemper virus

Resumo: No Brasil, existem poucos estudos que comparam os diferentes testes
diagnésticos direto para o virus da cinomose (CDV) e o tipo de amostra biol6gica
utilizada para deteccdo do mesmo. Neste sentido, o objetivo deste experimento foi
realizar uma andlise comparativa entre as diferentes técnicas de detecc¢éo viral e
avaliar quais delas constituem o melhor auxilio para embasar um diagndstico de
suspeicdo ou mesmo diagndstico definitivo da cinomose canina. O Ensaio
imunocromatografico (IC), a RT-PCR e a Nested-PCR foram avaliados para deteccao
do CDV em diferentes amostras clinicas (urina, suabes retais e conjuntivais) de 62
animais suspeitos de cinomose, provenientes do atendimento ambulatorial do Hospital
Veterinario Governador Laudo Natel da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) - Unesp - Campus de Jaboticabal-SP, e de clinicas particulares da regido. 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. Em concluséo, a técnica Nested-PCR
aplicada na deteccdo do CDV em suabes retais revelou-se o método mais eficaz e
sensivel para identificacdo desse virus. A aplicabilidade imediata desta combinacao
na rotina clinica-laboratorial mesmo em animais assintométicos para cinomose,

poderia ajudar a reduzir a morbidade e a mortalidade da doenca.

Palavras-chaves: Morbillivirus; Reacdo em cadeia da polimerase; Teste

imunocromatogréfico; Transcricdo reversa.

Abstract: In Brazil, there are few studies that compare the different direct diagnostic
tests for the distemper virus (CDV) and the type of biological sample used to detect it.
In this sense, the objective of this experiment was to perform a comparative analysis
between the different techniques of viral detection and to evaluate which of them

constitute the best aid to support a diagnosis of suspected or even definitive diagnosis
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of canine distemper. The immunochromatographic (IC) assay, RT-PCR and Nested-
PCR were evaluated for the detection of CDV in different clinical samples (urine, rectal
and conjunctival swabs) of 62 suspected cases of distemper from the outpatient clinic
of the Veterinary Hospital Governador Laudo Natel of the Faculty of Agrarian and
Veterinary Sciences (FCAV) - Unesp - Campus de Jaboticabal-SP, and private clinics
in the region. A total of 42 animals were positive in at least one of the techniques used
in this experiment. Molecular techniques (RT-PCR and Nested-PCR) demonstrated
greater sensitivity than the commercial IC assay. In conclusion, the Nested-PCR
technique applied in the detection of CDV in rectal swabs proved to be the most
effective and sensitive method for identifying this virus. The immediate applicability of
this combination in the clinical-laboratory routine even in asymptomatic animals for

distemper, could help reduce the morbidity and mortality of the disease.

Key-words: Morbillivirus; Polymerase chain reaction; Immunochromatographic test;

Reverse transcription.

INTRODUCAO

A cinomose canina (CC) é uma doenca infecciosa de etiologia viral que
apresenta distribuicdo mundial. Essa doenca acomete diversas espécies de
carnivoros domésticos e selvagens como raposas, furbes, ledes, leopardos,
guepardos e tigres. No entanto, sdo os caes domeésticos (Canis familiaris) os principais
animais afetados e nos quais a cinomose se manifesta como a principal enfermidade
infecciosa (Barret, 1999; Martinez-Gutierrez e Ruiz-Saenz, 2016; Loots et al., 2017).

O virus da cinomose (CDV - “canine distemper virus”) € um membro do género
Morbillivirus, pertencente a familia Paramyxoviridae, apresenta virion envelopado e
pleomorfico contendo genoma constituido por uma Gnica cadeia de RNA de sentido
negativo. Ainda, o genoma viral codifica seis proteinas estruturais principais, sendo a
hemaglutinina (H) e a proteina de fuséo (F) as responsaveis pela interacdo do virus
com receptor da célula a ser infectado e pelo processo de fusao, respectivamente,
que sdo criticos no inicio da infeccao das células alvo desse virus (Arns et al., 2007,
MacLachlan e Dubovi, 2011).
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A CC apresenta, para os cdes domésticos, uma alta taxa de morbidade
variando de 25 a 75%, e de mortalidade, que varia entre 50-90%, sendo que essas
taxas ficam atras apenas das apresentadas pela raiva. No Brasil a cinomose é
endémica e ocorre com maior frequéncia no inverno. Ja, em paises desenvolvidos
localizados na América do Norte e na Europa, a cinomose se caracteriza por ser
esporadica (Budaszewski et al., 2014; Greene e Vandevelde, 2012).

Os sinais clinicos da cinomose sao variaveis, apresentando manifestacfes de
acometimento neurolégico e/ou multissistémico, o que depende da viruléncia da cepa
viral, das condi¢cdes ambientais, da idade e do estado imunoldgico do hospedeiro
(Arns et al., 2007; Loots et al., 2017).

Clinicamente, animais com CC podem apresentar febre bifasica, sinais
gastrintestinais, respiratérios, neurologicos e lesbes cutaneas. A mioclonia é
altamente sugestiva da cinomose canina, porém, pode ndo estar presente (Amude et
al., 2007; Greene e Vandevelde, 2012; Takenaka et al., 2016).

No entanto, devido a falta de um Unico padrdo de sinais clinicos na cinomose,
semelhancas com outras patologias que acometem os caes e em razao de sua rapida
disseminacéo, as técnicas de diagndstico laboratorial da CC sdo fundamentais para
elucidar o diagnéstico etioldgico dessa doenca (Amude et al., 2006; Headley et al.,
2015).

Historicamente, a CC tem sido diagnosticada por técnicas de
imunofluorescéncia e soroneutralizacdo. Essas técnicas, entretanto, demandam
demasiado tempo para analise e amostras com grande quantidade de particulas
virais. Com o surgimento de novos métodos de diagndstico como 0 imunoensaio
cromatografico e as técnicas moleculares de RT-PCR convencional, Nested-PCR e
RT-PCR em tempo real, a aplicabilidade e acuracia analitica dos resultados
aumentaram significativamente (Fischer et al., 2013; Kapil e Neel, 2015).

O teste imunocromatograficos (IC) tem sido utilizado com uma certa frequéncia
para o diagnéstico direto do CDV, pois detecta antigenos desse virus presentes em
materiais bioldégicos como secrecdo ocular (conjuntiva), secrecado nasal, urina, soro,
liquor e plasma. Ademais, a realizacdo deste exame pode ser feita no ambulatério
veterinario e os resultados sao obtidos entre 5 e 15 minutos. Por outro lado, as

técnicas moleculares podem requerer condicbes mais complexas de laboratério e de
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operacgdo, mas fornecem resultados mais confiaveis na deteccédo do CDV, devido aos
seus altos niveis de sensibilidade e especificidade (An et al.,2008; Basso et al., 2013;
Di Francesco et al., 2012; Elia et al., 2006).

Embora existam diversos testes e ensaios diagndésticos para o CDV, pouco se
tem investigado sobre técnicas mais relevantes que detectam com maior sensibilidade
e especificidade esse virus em amostras biolégicas de animais clinicamente suspeitos
de infeccdo pelo CDV. Por isso, torna-se importante conhecer a performance de
diferentes técnicas de diagndstico etioldgico principalmente em relacdo a variacbes
guanto aos sitios de colheita de material biolégico para o diagndstico do CDV com a
finalidade de conduzir a um rapido e preciso diagnostico para os cées suspeitos de
infecgcéo pelo CDV.

Baseado no que foi exposto anteriormente, esse estudo foi desenvolvido com
0 objetivo de comparar as diferentes técnicas diagndsticas, como o0 teste
imunocromatogréfico e as técnicas de RT-PCR e Nested-RT-PCR e tipos de amostras
biol6gicas utilizadas para deteccdo do CDV em caes com sinais clinicos sugestivos
de CC.

MATERIAL E METODOS

Comisséo de ética no uso de animais

O experimento obedeceu aos Principios Eticos de Experimentacdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), aprovado pela
Comissdo de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da FCAV-UNESP, conforme o
protocolo n° 12209/15.

Selecdo dos animais e amostras bioldgicas

Foram selecionados 62 cées que apresentaram sintomatologia compativel com
a cinomose para colheita de amostras clinicas ante-mortem (urina, suabe conjuntival
e suabe retal). Os critérios de selecdo foram baseados na anamnese clinica (sexo,
raca, idade e estado vacinal) e exame fisico (sinais clinicos) durante atendimento
ambulatorial, conforme as recomendacdes de Headley et. al. (2015).

As amostras de suabe conjuntival foram submetidas ao teste

imunocromatografico e técnicas de diagnostico molecular (RT-PCR e Nested-PCR),
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ja as amostras de suabe retal e urina foram submetidas apenas aos testes
moleculares.

Cées que foram vacinados ha 15 dias ou menos, foram excluidos do trabalho,
devido a probabilidade de serem gerados resultados falso positivos nos testes com
relacdo aos antigenos de estirpes de CDV vivas atenuadas presentes em algumas
vacinas contra cinomose e que ap0s administradas podem persistir por
aproximadamente 2 semanas (An et al., 2008).

Para nivel de comparacdo foram colhidas amostras de dez animais

clinicamente saudaveis e sem alteracdes significativas ao exame fisico.

Amostras biologicas

Suabe conjuntival

O material foi obtido por friccdo da conjuntiva palpebral utilizando-se
zaragatoas estéreis. Uma parcela das amostras foi ressuspensa em meio especifico
do Kit imunocromatograficos comercial Rapid CDV Ag Test (Alere®, Sdo Paulo, Brasil)
e destinada ao teste IC. Outra parte foi, entdo, imediatamente acondicionada em
microtubos de 1,5mL contendo 500uL de meio minimo essencial eagle (E-MEM)
estéril para posterior extracdo de RNA e analise pela técnica de RT-PCR e de Nested-
RT-PCR. Ao todo foram realizadas duas colheitas no mesmo momento em cada
animal para obter um volume suficiente de amostra a ser processado pelos diferentes

exames propostos nesse estudo.

Suabe retal

Para colheita de material retal foi utilizado uma zaragatoa estéril introduzida no
orificio anal, apds a colheita, as amostras foram imediatamente acondicionadas em
microtubos de 1,5mL contendo 500uL de meio minimo essencial eagle (E-MEM)
estéril e congeladas em nitrogénio liquido (-196°C) para posterior extracdo de RNA e
analise pela técnica de RT-PCR e Nested-PCR.

Urina
As amostras de urina foram colhidas por cateterizagdo uretral no volume de

8mL e dispostas em microtubos estéreis de 1,5mL, a seguir foram congeladas em
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nitrogénio liquido (-196°C) para posterior detec¢ao do virus por técnicas moleculares
de RT-PCR e Nested-PCR.

Técnicas de diagnostico direto do CDV

Teste imunocromatografico

Os testes imunocromatrograficos Rapid CDV Ag Test (Alere®, Sdo Paulo,
Brasil) foram usados para a deteccdo de antigenos do CDV nas amostras teciduais
de suabes conjuntivais colhidas dos caes amostrados, a fim de classificar os animais
como infectados ou apenas suspeitos para o CDV. Para a realizacdo desse teste

seguiram-se as recomendac¢des do fabricante.

Extracdo do RNA viral e sintese de cDNA

A extracdo do RNA viral foi realizada a partir do sobrenadante obtido do
processamento das amostras de suabes e urina com o kit comercial Brazol Reagent
(LGC, Biotecnologia), seguindo as recomendacdes do fabricante.

Em suma, aproximadamente um volume de cerca de 0,5 mL de cada uma
das amostras em meio E-MEM foi misturada com 500uL de Brazol Reagent, em um
microtubo isento de DNAse e RNAse. A mistura foi homogeneizada por 15 segundos
em vortex e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente (TA). Acrescentou-se
200uL de uma mistura de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1), realizando-se
agitacdo por inversédo por no minimo 10 vezes. Apés um periodo de cinco minutos
a TA, as amostras foram centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4°C. Apéds a
centrifugagcdo, aproximadamente 500uL do sobrenadante foi separado e
transferido para outro microtubo de 1,5mL livre de DNAse e RNAse. As amostras
de RNA foram precipitadas em 500uL de isopropanol, ap0s incubacdo por quinze
minutos, a -70°C, e centrifugacdo a 12000g, por dez minutos a 4°C. O isopropanol
suspenso foi descartado e as amostras foram lavadas em 1000 uL de etanol
(75%), centrifugadas a 7500g por 5 minutos a 4°C descartando-se, ao final o
sobrenadante e deixando secar a temperatura ambiente. Em seguida, 0s
precipitados foram ressuspensos em 15uL de agua tratada com dietil-pirocarbonato
0,1% (DEPC) e imediatamente submetidos a técnica de transcricéo reversa (RT).
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Transcrigdo reversa

A reacao de transcricdo reversa (RT) foi efetuada em um Termociclador PTC —
200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research). O protocolo comec¢ou incubando-se a 70°C
durante cinco minutos: 50ng do RNA gendémico extraido, 0,5ug de Randon Primer
(Invitrogen, Life Technologies) e 2,5uL de agua DEPC. Em seguida, acrescentou-se
o 5uL de tampédo da RT 5 x (Promega), dNTP 0,5mM (Invitrogen, Life Technologies),
40U de inibidor de ribonucleases (Invitrogen, Life Technologies), 50U da enzima M-
MLV (Promega) completando-se com agua DEPC até o volume final de 25uL.
Posteriormente, incubou-se a 37°C durante 60 minutos, e a 38°C por 10 minutos. O
DNA complementar (cDNA) obtido pela transcricdo reversa foi armazenado a —
20°C para uso posterior na técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A integridade do RNA foi avaliada por amplificacdo do gene de enddgeno
GAPDH seguindo a metodologia de Brinkhof et al. (2006).

PCR Convencional e Nested-PCR

Apoés a extracdo do RNA total e a sintese do cDNA pela técnica de RT, foi
realizado o método de PCR seguindo os procedimentos descritos por Fischer et al.
(2016). Em suma, a reacéao foi conduzida em um aparelho termociclador PTC —
200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research), utilizando um volume de 5,0uL de cDNA
proveniente da RT, ao qual acrescentou-se 10,0uL da mistura tampéao buffer 10X
(Promega), 6uL de cloreto de magnésio (1,5 mM), dNTP 0,5mM (Invitrogen, Life
Technologies), 10pmol de cada “primer” H2F (5-AATATGCTAACCGCTATCTC-3') e
H3R (5-TCAAGGTTTTGAACGGTTAC-3') especificos para regides do gene da
hemaglutina (H) do CDV e originalmente desenhados por An et al. (2008),
completando-se com 4gua DEPC para um volume final de 50ul. As reacdes
foram realizadas em microtubos estéreis livres de Rnases e Dnases de 0,2mL. O
protocolo de PCR foi constituido por um primeiro ciclo a 94 ° C por 5 min, seguido de
35 ciclos a 94 ° C por 1 min, 48 ° C por 1:30 min e 72 ° C por 2 min, sendo a reacao
finalizada por mais um ciclo a 72°C por 10 min.

A Nested-PCR foi realizada para um volume final de 50 pL e usando-se: 5 yL
do produto amplificado na primeira PCR e 45 uL da mistura de reagentes na mesma

guantidade que a PCR anterior exceto que contendo um outro par de primers
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especificos para regides 5’ e 3’ internas ao produto amplificado na primeira PCR do
gene da proteina H; CDVF10 (5-TATCATGACRGYARTGGTTC-3') e CDVR10 (5'-
AATYYTCRAYACTGGWTGTG-3 ') (Hashimoto et al, 2001). A reacdo de
amplificacéo foi realizada no mesmo equipamento e seguindo-se 0s mesmos ciclos
descritos para a primeira PCR.

Os produtos amplificados na RT-PCR e na Nested-PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% acrescidos de SYBR SAFE (Thermo Fisher) e
visualizados em transiluminador com luz ultravioleta. Como controle positivo da
reagdo foi utilizado amostra de CDV em cultura celular isolada a partir de urina
colhida de cachorro do mato (Cerdocyon thous) infectado naturalmente com CC.

Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas pelo método do qui-quadrado utilizando
o software Graphpad prism 7.04. Diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05.

RESULTADOS

Deteccdo do CDV por teste imunocromatogréafico, RT-PCR e Nested-RT-
PCR

No total, 62 amostras de urina, suabes conjuntival e retal, obtidas de 62 caes
com suspeita de CC, foram testadas. As técnicas de imunocromatografia e
moleculares em conjunto proporcionaram a deteccéo de 42 animais positivos (em pelo
menos uma dessas técnicas) com diferentes sinais clinicos isolados ou em conjunto
no mesmo animal; e nos 20 animais restantes cujos sinais clinicos foram menos
evidentes ndo houve a deteccdo do CDV, assim como nos 10 caes normais
(clinicamente saudaveis) que foram também testados.

As andlises comparativas entre os testes diagnosticos para detec¢cao do CDV
nos diferentes tipos de amostras biolégicas colhidas dos animais suspeitos com
cinomose estao representadas na tabela 1.

Verifica-se que pelo teste imunocromatogréfico (IC) apenas 15 animais (24,2%,
15/62) foram positivos para deteccdo do CDV em amostras de suabes conjuntivais,
engquanto que na técnica de RT-PCR, 17 (27,4%, 17/62), 26 (41,9%, 26/62) e 9
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(14,5%, 9/62) animais foram positivos para o CDV, nas amostras de suabe conjuntival,
suabe retal e urina, respectivamente. Além disso, diferengas no desempenho entre as
trés técnicas para o diagnéstico direto do CDV, a Nested-RT-PCR mostrou
sensibilidade significativamente ainda maior, detectando esse virus em 22 (35,5%,
22/62), 35 (56,4%, 35/62) e 14 (22,6%, 14/62) das amostras de suabe conjuntival,
suabe retal e urina, respectivamente obtidas de cées clinicamente suspeitos de
cinomose.
Os dez animais clinicamente saudaveis ndo demonstraram a presenca do CDV
em nenhuma das técnicas testadas neste experimento.
Tabela 1. Frequéncia de diagnéstico direto do virus da cinomose pelas técnicas
imunocromatogréfica, RT-PCR e Nested-RT-PCR em amostras bioldgicas

colhidas de 62 caes suspeitos com CC.

Caes suspeitos com cinomose (nN=62)

Técnica diagndstica ~ Amostra bioldgica Resultados positivos Resultados Negativos
f % f %
Imunocromatografia Suabe conjuntival 15a 24,2 47 a 75,8
PCR Suabe conjuntival 17a 27,4 45a 72,6
Suabe retal 26 b 41,9 36b 58,1
Urina 9c 14,5 53¢ 85,5
Nested-PCR Suabe conjuntival 22b 35,5 40b 64,5
Suabe retal 35d 56,4 27d 43,6
Urina 14 ca 22,6 48 ca 77,4
Letras semelhantes na mesma coluna indicam que ndo ha diferenga significativa pelo teste do qui-quadrado
(p<0,05).

f — frequéncia absoluta
% - frequéncia relativa

DISCUSSAO

No presente estudo foram testadas trés técnicas de diagnostico direto do CDV,
como o ensaio imunocromatografico e as técnicas moleculares de RT-PCR e Nested-
RT-PCR. A técnica que se mostrou mais sensivel em detectar o CDV foi a Nested-
PCR, apresentando o maior nimero de resultados positivos em todas as amostras
biolégicas testadas, seguida pela RT-PCR. A proposito e com relacdo as técnicas
moleculares para a deteccdo do CDV sabe-se que diferentes protocolos de RT-PCR
e RT-gPCR (reacdo em cadeia da polimerase quantitativa) foram desenvolvidos nos

altimos anos, e tém mostrado resultados mais rapidos, sensiveis e especificos para
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deteccdo do CDV em diferentes amostras clinicas de cées infectados (Headley et al.,
2015; Scagliarini et al., 2007; Tozato et al., 2016).

Quanto a técnica de Nested-RT-PCR sabe-se que ela j4 havia demonstrado
uma maior sensibilidade do que a RT-PCR convencional na deteccdo de CDV em
diferentes amostras clinicas obtidas de cdes suspeitos de infeccéo pelo CDV (An et
al., 2008; Fischer et al., 2013). Nesses estudos prévios, 0 gene da nucleoproteina
(NP) foi usado como alvo de deteccado pelas técnicas moleculares, por ser uma das
regides mais conservadas do genoma do CDV, apresentando alta homologia entre as
diferentes estirpes desse virus ja isoladas e sequenciadas (Castilho et al., 2007;
Yoshida et al., 1998). No entanto, neste experimento o gene alvo escolhido foi o da
hemaglutinina, que € uma glico-proteina da superficie do envelope viral, altamente
variavel e responsavel pelo tropismo tecidual e neuro-invasividade do CDV (Arns et
al., 2007; Beineke et al., 2009; Cullinane, 2013).

Apesar dessa maior variabilidade a escolha do gene da hemaglutinina baseou-
se na possibilidade de conciliar a deteccdo do CDV com um futuro sequenciamento
de nucleotideos dos produtos amplificados desse mesmo gene, para a realizacéo de
estudos filogenéticos que sera realizado posteriormente, utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para regidées mais conservadas do gene da
hemaglutinina, que tiveram inclusas algumas degeneracbes em sitios que
apresentassem maior variabilidade (Hashimoto et al., 2001).

Em comparacdo com as técnicas moleculares (RT-PCR e Nested-RT-PCR), o
ensaio de IC utilizando amostras de suabes conjuntivais revelou uma baixa
sensibilidade (24,2%, 15/62). Esse resultado, provavelmente seja devido ao limiar de
deteccao da técnica IC que é maior do que os das técnicas de RT-PCR e de Nested-
RT-PCR (An et al., 2008; Fischer et al., 2013).

Ainda, os diferentes resultados observados na comparacdo das técnicas
moleculares de diagnostico do CDV com o0 ensaio imunocromatografico corroboram
as afirmac0Oes de Fischer et al. (2013), destacando que os métodos moleculares sao
mais sensiveis e especificos do que os testes para deteccdo de antigenos do CDV
como o teste IC, independente da fase da doenca.

Apesar de An et al. (2008) terem relatado que os ensaios IC foram téo sensiveis

guanto a analise molecular pela técnica de Nested-RT-PCR em sua pesquisa, €
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importante destacar que o teste IC usado no estudo desses autores é diferente do que
foi aqui usado e, ainda, o periodo pés-infeccdo em que os animais foram amostrados
neste estudo difere dos casos relatados.

Além disso, o ensaio IC realizado com suabes conjuntivais pode apresentar
resultados falso-negativos nas fases subaguda ou cronica da cinomose,
provavelmente porque existe uma queda persistente do CDV nas mucosas
conjuntivais, ao contrario de outros compartimentos corporais (An et al., 2008; Kim et
al., 2006).

Entre as amostras biologicas avaliadas, os suabes retais demonstraram ser, no
presente estudo, as amostras ideais para se buscar a detec¢do do CDV pelas técnicas
moleculares (Nested-RT-PCR= 56,4%; RT-PCR= 41,9%), seguido pelos suabes
conjuntivais (Nested-PCR= 35,5%; RT-PCR= 27,4%) e urina (Nested-RT-PCR=
22,6%; RT-PCR= 14,5%).

No entanto, é importante salientar que as amostras de urina foram colhidas em
poucas quantidades para uso na avaliacdo da Nested-RT-PCR, e devido a baixa
celularidade a deteccao viral pode ter sido menos sensivel (Kim et al., 2006).

Diversos trabalhos analisaram quais tipos de amostras biolégicas sdo as mais
apropriadas para detectar o CDV em testes moleculares. Um estudo utilizando a
técnica de Nested-RT-PCR revelou que das 22 amostras de sangue, 20 de urina, 25
de saliva, e 27 de suabe nasal, provenientes de cdes com suspeita de CC, 81,8%,
75%, 56% e 70,3% foram respectivamente positivas para presenca do virus (Shin et
al., 2004). Fisher et al. (2013) em um experimento semelhante usando o método de
RT-PCR, seguido de Nested-PCR detectaram o RNA gendmico codificador da NP do
CDV em 50 amostras de sangue total, 44 de urina, 38 de suabe retal, e 27 de suabe
conjuntival em 53 cdes suspeitos com cinomose. Segundo o0s autores a maior
deteccdo do CDV em amostras de sangue nestes experimentos, se deve
provavelmente a fase aguda da CC em que os cdes dos quais essas amostras
biolégicas se encontravam e, consequentemente apresentavam uma acentuada
viremia.

Em contraste aos achados anteriores Amude et. al. (2010) avaliaram 5 cées
hospitalizados apresentando sinais neurolégicos sugestiveis de CC, que foram

testados posteriormente pela técnica de RT-PCR, cujo a presenca do CDV néo foi
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detectada em nenhuma das amostras de soro, mais foi encontrada em apenas 1/5
(20%) de amostras do sangue total e 2/5 (40 %) das amostras de liquido
cefalorraquidiano, enquanto que 4/5 (80%) das amostras de urina foram positivas.

Embora a literatura destague que o RNA gendémico do CDV seja mais detectado
em amostras de tecido nervoso, suabe conjuntival, sangue e urina (An et al., 2008;
Fischer et al.,, 2013; Headley et al., 2015), neste experimento 0s suabes retais
mostraram-se mais apropriados para a deteccao desse virus quando comparados ao
suabe conjuntival e urina. Esses achados fazem com os suabes retais passem a ser
preferencialmente recomendados como material biolégico para ser colhido na rotina
clinica destinada ao diagnostico direto do CDV, uma vez que, esse tipo de amostra é
mais facil de colher do que as outras amostras e ainda, pode ser usado para detectar
outros agentes virais que provocam a gastroenterite em cées, como parvovirus canino
2, rotavirus e coronavirus (Budaszewski et al., 2014; Headley et al., 2013).

E importante ressaltar também que nas formas de evolugido subaguda ou
cronica da doenca, ou ainda em caes assintomaticos, o CDV pode nao estar presente
em Orgaos, tecidos, secrecdes e excrecdes de maneira uniforme. Nessas situacoes,
a utilizacdo de apenas um tipo de material biolégico para a realizacdo do diagndéstico
pode ser responsavel pela frequéncia mais elevada de resultados falso-negativos para
0 CDV (Amude et al., 2006; Fischer et al., 2013; Sonne et al., 2009; Saito et al., 2006).

Em suma, de todos os animais suspeitos de cinomose (n= 62), quarenta e dois
cées (67,7%) foram positivos em pelo menos uma das técnicas de diagnostico para
deteccdo do CDV. Headley et al. (2015) obtiveram, 45,5% de caes positivos pela
técnica de RT-PCR.

O diagnéstico ante mortem de cinomose baseia-se na demonstracdo de
antigenos virais em raspados e fluidos corporais, como esfregagos conjuntivais e
vaginais, lavados traqueais e sedimentos urinarios (Silva et al., 2005). Varias técnicas
tém sido usadas para deteccao do CDV, incluindo imunofluorecéncia direta, ensaios
IC, RT-PCR, Nested-PCR e PCR em tempo real (JQPCR) (Amude et al., 2007; Fischer
et al., 2013; Kapil e Neel, 2015; J6zwik e Frymus, 2005). E, no presente estudo ficou
evidenciado que a técnica de Nested-RT-PCR para amplificacdo do gene da
hemaglutinina pode ser usada de forma bem sucedida para o diagnostico direto do
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CDV em cées suspeitos de infeccéo pelo CDV, notadamente em amostras de suabe
retal.

CONCLUSAO

As técnicas moleculares (RT-PCR e Nested-PCR) demonstraram maior
sensibilidade do que o ensaio comercial de IC. A Nested-PCR usada para a analise
de suabes retais revela ser o procedimento mais eficaz e sensivel para deteccao direta
do CDV.

A aplicabilidade imediata desta combinacao de procedimentos na rotina clinica-
laboratorial mesmo em animais assintomaticos para infec¢cdo pelo CDV, poderia
ajudar a reduzir a morbidade e a mortalidade da doenca, pois permitiria um diagndstico
mais rapido e confiavel, e assim possibilitaria a adocédo de um tratamento apropriado
antes que as lesdes se agravassem mais, acarretando o aparecimento de sinais mais

graves e pior prognaostico.
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CAPITULO 3 - Caracterizacao filogenética do gene da hemaglutinina do virus da

cinomose canina detectado em caes naturalmente infectados

Phylogenetic characterization of hemagglutinin gene from canine distemper virus

detected in naturally infected dogs

Resumo - A cinomose canina € uma das enfermidades infectocontagiosas mais
importantes que acomete os cdes. E uma doenca causada pelo virus da Cinomose
(CDV), um Paramyxovirus, do género Morbillivirus, de ocorréncia mundial, sem
sazonalidade, sem predilecao de sexo ou raga, apresenta maior incidéncia em animais
jovens, podendo acometer todas as idades. Ainda que seja reconhecido um Unico
sorotipo do CDV, surtos ocorridos nos ultimos anos nos Estados Unidos e estudos de
flogenia com base principalmente no gene H realizados também em outros paises
tém apontado para um distanciamento genético entre as amostras de CDV utilizadas
como cepas vacinais e as cepas circulantes na populacdo canina doméstica e
silvestre. Com base neste contexto, o objetivo deste estudo foi realizar a analise
molecular e filogenética do gene H de estirpes isoladas do CDV em caninos
domésticos naturalmente infectados. Para analise filogenética foram selecionadas
sequéncias completas do gene H de variantes do CDV isoladas no Brasil e em outros
paises de canideos domésticos e silvestres, em seguida foram analisadas pelo
programa PAUP v.4.0 utilizando o método de Maxima Parciménia com modelo de
busca Branch-and-Bound. Os resultados obtidos sugerem que o grupo de isolados do
CDV no Brasil sédo distintos das cepas vacinais e sdo mais relacionados
genotipicamente aos isolados Europeus 1/Sul-Americanos 1. Conclui-se que as cepas
isoladas na regido norte do estado de S&o Paulo sdo distintas das comumente
utilizadas em vacinas. Este tudo sugere uma um potencial de infec¢cdo para os caes
domésticos inclusive os vacinados, no entanto estudos de imunogenicidade e
patogenicidade sdo necessarios para caracterizar essas novas estirpes.

Palavras-chaves: Epidemiologia molecular. Filogeografia. Morbillivirus.

Abstract - Canine distemper is one of the most important infecto-contagious diseases
that affects dogs. It is a disease caused by the virus of Cynomysis (CDV), a
Paramyxovirus, of the genus Morbilivirus, worldwide, without seasonality, without
predilection for sex or race, has a higher incidence in young animals, and can affect
all ages. Although a single CDV serotype has been recognized, outbreaks in recent
years in the United States and studies of phylogeny based primarily on the H gene,
also conducted in other countries, have pointed to a genetic distance between the CDV
samples used as vaccine strains and the circulating strains in the domestic and wild
canine population. Based on this context, the objective of this study was to perform the
molecular and phylogenetic analysis of the H gene from strains isolated from CDV in
naturally infected domestic and wild canines. For phylogenetic analysis, complete
sequences of the H gene of CDV variants isolated from Brazil and other countries from
domestic and wild canids were selected and then analyzed by the PAUP v.4.0 program
using the Maximum Parsimony method with Branch-and search model -Bound. The
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results suggest that the group of CDV isolates in Brazil are distinct from the vaccine
strains and genotypically close to European isolates 1 / South American 1. It is
concluded that the strains isolated in the region north of the state of Sdo Paulo are
distinct from those commonly used in vaccines. This all suggests an infection potential
for domestic dogs including those vaccinated, however immunogenicity and
pathogenicity studies are needed to characterize these new strains.

Keywords: Molecular epidemiology. Phylogeography. Morbillivirus.

INTRODUCAO

A cinomose canina (CC) é uma doenca infecciosa viral importante que afeta
varios carnivoros selvagens e principalmente os caes domésticos. Considerada uma
enfermidade grave, apresenta diversas manifestacfes clinicas que frequentemente
podem levar a morte do hospedeiro. O agente etiologico € o virus da cinomose canina
(CDV - “canine distemper virus”), pertencente a familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus, é constituido genotipicamente por um RNA de fita simples com
polaridade negativa que codifica seis proteinas principais, sendo as glicoproteinas
hemaglutinina (H) e fusao (F) responséveis pela ligacdo do virion e processo de fuséo,
respectivamente (Sawatsky e Von, 2010). Além disso, a glicoproteina H também
desempenha um papel importante na imunidade especifica do hospedeiro e, devido a
pressdes externas do sistema imunoldgico, apresenta alta variabilidade genética no
genoma do CDV (lwatsuki et al., 2000).

Alteracdes em receptores celulares, gravidade dos sinais clinicos e resisténcia
viral do CDV tém sido associados aos polimorfismos encontrados no gene H.
Substituicdes encontradas neste gene, que estédo relacionadas ao local de ligagao ao
receptor de sinalizagdo da molécula de ativacdo de linfécitos (SLAM), foram
determinantes para o tropismo da célula hospedeira (McCarthy et al., 2007). Ademais,
Sattler et al. (2014) relata que alteracfes na proteina H afeta fortemente a resisténcia
do CDV em estudos realizados in vitro.

Estudos de filogenia com base principalmente no gene H obtidos de surtos
ocorridos nos ultimos anos em regides das Américas, Asia e Europa tém apontado
para um distanciamento genético entre as amostras de CDV utilizadas como cepas
vacinais e as cepas circulantes na populagdo de canideos domésticos e selvagens
desses paises e regides (Martella et al., 2006; Panzera et al., 2012; Sarute et al., 2014,
Espinal et al., 2014; Zhao et al., 2010).
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No Brasil, a cinomose é endémica com 58% de soroprevaléncia em populagdes
caninas urbanas. E embora esfor¢cos de imunizagdo com cepas atenuadas tenham
sido amplamente utilizadas para prevenir a doenca, surtos tém sido relatados com
frequéncia na ultima década (Headley et al., 2012).

Embora estudos de genotipagem e caracterizacdo filogenética do CDV
demonstrem diferengas entre as amostras brasileiras e as amostras isoladas de outros
paises (Budaszewski et. al., 2014; Rosa et. al., 2012), sdo poucos os estudos sobre
epidemiologia molecular que relatam diferencas marcantes na analise filogenética do
gene H do CDV entre os isolados de campo e as estirpes de referéncia do CDV,
especialmente aquelas utilizadas na producdo de vacinas. De forma que
investigagBes adicionais sdo necesséarias para melhor caracterizar as mudancas
causadas por mutacdes e/ou recombinacdes génicas na proteina H das variantes do
CDV no Brasil nestes ultimos anos.

Com base neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a analise molecular
e filogenética do gene H de estirpes isoladas do CDV em amostras bioldgicas colhidas

de caes com cinomose.

MATERIAL E METODOS

Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
protocolo n° 12209/15) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal-SP
(FCAV-UNESP).

Cades com sinais clinicos de cinomose (sinais oftalmicos, respiratoérios,
dermatolégicos, gastroentéricos e neuroldgicos) foram atendidos e examinados na
rotina normal do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da Unesp (FCAV-
UNESP, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil) e em clinicas particulares de marco de 2017
a junho de 2018 da mesma regido. Dados gerais dos animais (Anamnese) e exame

clinico foram registrados durante atendimento.

Deteccédo do CDV e sequenciamento do gene H
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Foram colhidas amostras de urina, suabe conjuntival e retal de 62 caes com
sinais clinicos sugestivos de cinomose para ensaios moleculares de PCR seguido de
Nested-PCR. A extragdo do RNA viral foi realizada a partir do sobrenadante obtido do
processamento das amostras de suabes e urina com o kit comercial Brazol Reagent
(LGC, Biotecnologia), seguindo as recomendacdes do fabricante.

O CDV foi detectado pela presenca do RNA viral em urina, suabe conjuntival e
retal baseada na deteccao de parte do gene H (nucleotideo 7991 ao nucleotideo 8861)
pela técnica de Nested-PCR seguindo a metodologia descrita por Fischer et. al.
(2016).

A integridade do RNA foi avaliada por amplificacdo do gene de enddgeno
GAPDH seguindo a metodologia de Brinkhof et al. (2006).

A reacado de transcricdo reversa (RT) foi efetuada utilizando 50ng do RNA
gendmico extraido em 20uL de mistura de reacéo (primers randémicos, enzima M-
MLV, dNTPs, tampé&o apropriado e inibidor de ribonucleases). O DNA complementar
(cDNA) obtido pela transcricao reversa foi armazenado a —20°C para uso posterior
na técnica de reacdo em cadeia da polimerase convencional (PCR).

Os ensaios de PCR convencional (PCR) foram realizados em um volume de 50
ML usando 5 uL do cDNA e 45 pL de mistura de reacao (DNA polimerase Taq, dNTPs,
tampao apropriado) contendo os primers H2F (5-AATATGCTAACCGCTATCTC - 3’)
e H3R (5-TCAAGGTTTTGAACGGTTAC - 3’) (An et al., 2008).

A Nested-PCR foi realizada em um volume de 50 pL usando 5 uL de molde de
DNA e 45 pL de mistura de reagdo contendo os primers CDVF10 (5'-
TATCATGACRGYARTGGTTC-3") e CDVR10 (5-AATYYTCRAYACTGGWTGTG-3')
(Hashimoto et. al., 2001).

Os amplicons gerados na Nested-PCR foram detectados por eletroforese em
gel de agarose e depois purificados pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
(Promega, Sao Paulo, Brasil), de acordo com instrucfes do fabricante.

Ao final o cDNA eluido foi transferido para um microtubo de 0,2 mL e
armazenado a -20 °C até ser submetido ao sequenciamento de nucleotideos.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas com o kit de reagentes da
Applied Biosystems e no equipamento ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied
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Biosystems, Foster City, California, EUA), utilizando os mesmos primers internos da
Nested-PCR (Fischer et al., 2016).

Sequéncias de referéncia do gene H de estirpes do CDV

Para compor a analise filogenética foram selecionadas sequéncias completas
do gene H de estirpes do CDV isoladas no Brasil e de outra regides no mundo
(Argentina e Estados Unidos e Europa) de canideos domeésticos e também foram
utilizadas sequéncias das cepas vacinais Onderstepoort, Snyder hill e Lederle. Como
grupo controle externo foi usada a sequéncia do gene H do morbilivirus isolado de
foca (Phocine distemper virus). Todas as sequéncias foram obtidas no genbank
(National Center for Biotechnology Information [http://www.ncbi.nlm.nih.gov]).

Alinhamento e andlise filogenética do gene H

Os dados das sequéncias foram montados e editados usando o programa
BioEdit v.7.2.6. O alinhamento de nucleotideos obtidos das sequéncias do gene H do
CDV isolado dos caes positivos, juntamente com isolados de campo de diferentes
regides geograficas e cepas vacinas, foram realizados com ClustalW v.1.4.

A analise filogenética baseada no alinhamento de nucleotideos das sequéncias
parciais do gene H foi realizada pelo programa PAUP v.4.0 utilizando o método de
Méaxima Parcimbnia com modelo de busca Branch-and-Bound, respectivamente. A
avaliacdo estatistica foi proposta por 1000 analises ndo-paramétricas de bootstrap.
Os genotipos CDV foram distinguidos com base em um critério de diferenca de pelo
menos 5% no nivel de composicédo das sequéncias de nucleotideo. Dentro de cada
genotipo, as cepas no mesmo clado com valores elevados de bootstrap que
mostraram pelo menos 98% de identidade de nucleotideos foram consideradas
pertencentes ao mesmo subgendtipo. Com base nesta metodologia a arvore de
consenso foi gerada e editada no software FigTree, V.1.4.

RESULTADOS
Deteccéo viral
Em 42 dos 62 individuos testados pela técnica de PCR seguida de Nested-

PCR, a presenca de sequéncias do gene H do CDV foi evidenciada em pelo menos
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uma das amostras avaliadas. Dentre as amostras colhidas, destaca-se a presenca
viral em 22 (35,5%, 22/62), 35 (56,4%, 35/62) e 14 (22,6%, 14/62) das amostras de
suabe conjuntival, suabe retal e urina, respectivamente obtidas de cées clinicamente

suspeitos de cinomose (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de diagndstico direto do virus da cinomose pela técnica de
Nested-RT-PCR em amostras biolégicas colhidas de 62 cées suspeitos

com CC

Cées suspeitos com

Técnica Amostra cinomose (n=62)
diagnostica biolégica Resultados positivos

f %

Nested-PCR Suabe conjuntival 22 35,5

Suabe retal 35 56,4

Urina 14 22,6

Sequenciamento e analise filogenética molecular

Foi possivel utilizar sequéncias nucleotidicas de 35 das 42 amostras positivas
para o CDV nas reac¢fes de Nested-PCR, pois seis das sequéncias de nucleotideos
do gene H apresentaram qualidade insuficiente para serem alinhadas e processadas
nas analises filogenéticas.

A andlise filogenética das amostras sequenciadas revelou elevada identidade
com amostras de CDV Sul-amenricana 1 (SA1, JX912978; JX912959) [sequéncias de
nucleotideos do gene H variaram de no minimo 96,7% para 0 maximo de 99% de
identidade], com clara segregacdo entre as linhagens da SAl1 e amostras
sequenciadas. O clado SA1 foi composto principalmente por sequéncias do Brasil
isoladas no sul do pais.

Amostras pertencentes ao clado sul-americano 2 SA2 (KC257464; KC257463)
ficaram préximas do clado SA1 e das amostras sequenciadas, entretanto, os clados
SA3 e SA4 (KM066098; KM066099; KF835413; KF835418; KF835424) apresentaram
diversidade maiores quando comparadas as sequéncias do gene H das estirpes do
presente estudo [identidade das sequéncias de nucleotideos do gene H variaram de
no minimo 91,3% para 0 maximo de 95%].

Com relacdo as sequéncias obtidas dos grupos vacinais (EU143737,;

EF418782) classificados como America 1, este grupo encontra-se geneticamente
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mais distante do grupo nomeado SA1l, composto das cepas Sul-americanas 1 e as

amostras sequenciadas

[identidade das sequéncias de nucleotideos do gene H

variaram de no minimo 88,3% para 0 maximo de 91,5%] (Figura 1).
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Figura 1. Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidica de um segmento do gene que

codifica a proteina H do CDV. 1000 replicagdes de bootstrap suportam a ramificagcdo na arvore de

consenso. As 4 principais linhagens de CDV sul-americanas séo indicadas (EU1/SA1, SA2, SA3 e

SA4). A sequéncia derivada de paramixovirus da foca (HQ007902 PDV) foi utilizada como grupo

externo.

DISCUSSAO

A cinomose é uma doenca viral considerada a enfermidade infecciosa mais

importante entre os canideos domeésticos, devido sua alta morbidade e mortalidade
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(Martinez-Gutierrez e Ruiz-Saenz, 2016). No presente estudo, 62 animais
apresentando sintomatologia compativel com a CC foram avaliados e o CDV foi
detectado pela técnica de RT-Nested-PCR para a amplificacdo do gene H em 67,7%
dos cées enfermos. Estudos anteriores demonstram frequéncias de detec¢cédo do CDV
semelhantes (47,1 a 66,5%) em cédes sintomaticos no Brasil (Headley et al., 2012).

Entre os 42 cées positivos para CDV, 8 (19%) tinham recebido um esquema
completo de vacinacéo contra o CDV. Os outros 34 cées apresentavam histérico de
vacina atrasado ou nao tinham registro de vacinacdo. A ocorréncia de surtos de CDV
em cées vacinados ja foi relatada em estudos anteriores (Simon-Martinez et al., 2008;
Norris et al., 2006; Jézwik e Frymus, 2002). A qualidade da vacina, a fraca resposta
imunitaria do hospedeiro e principalmente a diversidade genética do CDV foram
apontadas como causas possiveis de falhas vacinais (Lan et al., 2006).

A analise filogenética realizada neste trabalho, indica que as sequéncias
parciais do gene H das estirpes desse estudo encontram-se geneticamente
relacionadas as linhagens Europeias 1/Sul-americanas 1 (EU1/SAl) e também em
parte estdo relacionadas ao clado Sul-americanas 2 (SA2).

Com respeito a esses nossos achados, a historia filogeografica reconstruida do
CDV no clado EU1/SA1, que retne as cepas responsaveis pelos surtos de cinomose
no Brasil, tem revelado um crescimento logistico da populagéo viral com um aumento
acentuado de 2000 a 2010 (Blancou, 2004; Panzera et al., 2012; Rosa et al. 2012).

O sequenciamento do gene H é o mais frequentemente utilizado para analises
flogenéticas de cepas do CDV, pois possui alta variabilidade entre os isolados de
CDV, devido a funcdes biologicas que a proteina H exerce na infectividade desse virus
por interagir com receptores de células alvo do hospedeiro, bem como por essa
proteina conter os principais epitopos indutores de anticorpos neutralizantes pelo
sistema imune dos cées. Adicionalmente, muitas sequéncias deste gene estdo mais
completas do que outras e estdo disponiveis em bancos de dados publicos para
comparacdes filogenéticas (Panzera et al., 2015; Martella et al., 2006).

Estudos recentes confirmaram que todas as linhagens brasileiras do CDV
isoladas de cdes domésticos pertencem a linhagem EU1/SAL. A auséncia de outras

linhagens no Brasil € inclita, considerando a ampla area do pais aproximadamente
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47% da América do Sul (Fischer et al., 2016; Negréao et al., 2013; Budaszewski et al.,
2014).

Amostras pertencentes ao clado SA3 e SA4 somente foram encontradas no
Equador e Colémbia, respectivamente. Embora neste estudo, as amostras
sequenciadas estejam distantes destes clados a possibilidade do surgimento destas
cepas no Brasil é considerada uma vez que existe um grande fluxo de animais e
pessoas entre os paises (Espinal et al., 2014; Sarute et al., 2014).

E notavel nos nossos resultados, o afastamento das amostras do CDV que
foram sequenciadas, em relacdo ao grupo América 1 contendo as cepas vacinais
utilizadas em vacinas vendidas no Brasil.

Nos casos por nés estudados, 8 animais tinham histérico de vacinagéo
completo apresentaram sinais clinicos e deteccéo viral. E importante ressaltar que as
cepas de CDV detectadas nesses casos clinicos eram claramente distintas das cepas
de vacina conhecidas. As hip6teses para explicar esses casos sdo variadas, mas
frequentemente relaciona-se com o surgimento de novas variantes do CDV que séo
suficientemente divergentes para escapar da protecdo imunoldgica desencadeada
pelas vacinas usadas contra esse mesmo virus (Lan et al., 2006; McCarthy et al.,
2007; Nikolin et al., 2012).

Nas ultimas décadas, a analise do gene H e de outros genes do CDV permitiram
identificar diversas classes filogenéticas classificadas de acordo com sua origem
geografica em canideos domésticos e animais silvestres (Budaszewski et al., 2014;
Martella et al. 2006, Pardo et al. 2005).

A presenca na Ameérica do Sul de linhagens uUnicas (SA2, SA3 e SA4) e uma
linhagem de quatro regides intercontinentais (EU1/SA1) sugere que este continente
abriga a mais alta diversidade genética de cepas de CDV. A extensdo desta
variabilidade pode ser ainda maior, pois apenas cinco dos doze paises sul-americanos
realizaram estudos de caracterizacdo do CDV (Panzera et al., 2014).

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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