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RESUMO

Os virus entéricos causam infeccOes que podem ocasionar uma alta morbidade e
mortalidade em cdes. A diarreia se destaca como o principal sinal clinico e a subsequente
desidratacdo pode causar a morte do animal. O Carnivore protoparvovirus 1 (CPV-2), Canine
mastadenovirus A tipo 1 (CAdV-1), o Canine coronavirus (CCoV), o Canine rotavirus (CRV)
e o Canine distemper virus (CDV) sdo considerados os principais agentes que causam
gastroenterite viral aguda em cées jovens. O objetivo deste trabalho foi detectar a presenca
destas cinco espécies virais na populacdo de cdes do Brasil. Para isto, foram coletados 325
suabes retais de cdes com ou sem diarreia, jovens (> 6 meses) e adultos (< 6 meses), com ou
sem histérico de vacinacdo e de diversas regides do Brasil. As amostras foram analisadas
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou transcri¢do reversa seguida de PCR (RT-
PCR) utilizando iniciadores especificos para cada um dos agentes virais. Resultaram 81%
(264/325) das amostras positivas para um destes virus, das quais 30,7% (100/325) foram
positivas para o0 CPV-2, 25,5% (83/325) para o0 CDV, 17,2% (56/325) para o CCoV, 4,6%
(15/325) para 0 CRV e 2,7% (9/ 325) para o CAdV-1. Algumas amostras apresentaram co-
infeccOes, sendo que as espécies mais predominantemente encontradas em co-infecces foram
0 CDV e CPV-2 em 15,4% (50/325) e 15,0% (49/325), respectivamente, seguidos do CCoV
em 10,1% (33/325,), CRV em 3,0% (10/325) e CAdV-1 em 1,5% (5/325) das amostras. A
associacédo viral mais observada foi CDV e CPV-2 em 31/325 (9,5%) amostras positivas para
ambos o0s virus. Em conclusdo, os resultados demonstram que CPV-2, CDV e CCoV séao 0s
principais virus entéricos patogénicos que circularam no Brasil entre os anos de 2008 e 2014,

infectando mais frequentemente animais jovens.

Palavras chave: Céo, Virus, Diarreia, Co-infec¢do, Diagnostico.



ABSTRACT

Enteric viruses cause infections that lead to high morbidity and mortality. Diarrhea is the
main clinical sign, whose subsequent dehydration can cause death of the animal. Carnivore
protoparvovirus 1 (CPV-2), Canine mastadenovirus A (CAdV-1), Canine coronavirus (CCoV),
Canine rotavirus (CRV) and Canine distemper virus (CDV) are considered the main agents that
cause acute viral gastroenteritis in young dogs. The aim of this study was the detection of these
five viral species in dogs from Brazil. Rectal swabs from 325 dogs, puppies (< six months old),
adult dogs (> 6 months old), with or without a history of vaccination, were collected from
various regions of the country. The samples were analyzed by polymerase chain reaction (PCR)
or reverse transcription following followed by PCR (RT-PCR) using oligonucleotides specific
for each one of this virus. As result, 81% (264/325) of the samples were observed to be positive
for at least one virus, 30,7% (100/325) were positive for CPV-2, 25,5% (83/325) for CDV,
17,2% (56/325) for CCoV, 4,6% (14/325) for CRV and 2,7% (9/325) for CAdV-1. Some
samples showed co-infection, where the species most predominantly found were CDV and
CPV-2 with 15,4% (50/325) and 15,0% (49/325), respectively, followed by CCoV with 10,1%
(33/325,), CRV with 3,0% (10/325) and CAdV-1 1,5% (5/325). The most observed viral
association was CDV and CPV-2, with 31/325 (9,5%) positive samples for both viruses. In
conclusion, the results showed that CPV-2, CDV and CCoV are the main pathogenic enteric

viruses that circulated in Brazil between the years 2008 and 2014, infecting more frequently

puppies.

Keywords: Dog, Virus, Diarrhea, Co-infections, Diagnostic.
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1. INTRODUCAO

Existe uma grande quantidade de patdgenos que provocam infeccdes intestinais em
caninos, tais como bactérias, parasitas e virus. Os agentes etioldgicos virais que causam
gastroenterite sdo conhecidos em todo o mundo como uma das principais causas de morte em
canideos domeésticos nos primeiros anos de vida, principalmente naqueles ndo vacinados
(POLLOCK e COYNE, 1993; PRATELLI et al., 2001).

Atualmente, métodos para o controle destes agentes tém sido desenvolvidos, tais como a
vacinacdo e outras medidas preventivas que ajudaram a reduzir o impacto que estas viroses
causam em populacdes de cachorros suscetiveis (APPEL et al., 1973; POLLOCK e
CARMICHAEL, 1982; McCLADISH, 2001; BERGMAN et al., 2006; DECARO et al., 2007;
HORZINEK, 2010). Os virus entéricos estdo entre os principais agentes em circulacdo na
populagdo de cdes sendo os principais o Carnivore protoparvovirus 1 (CPV-2), o Canine
mastadenovirus A tipo 1 (CAdV-1), o Canine rotavirus (CRV), o Canine coronavirus (CCoV)
e 0 Canine distemper virus (CDV) (HOSKINS, 1997; TAMS, 2005).

A diarreia € um dos principais sinais clinicos de gastroenterite que resulta no quadro de
desidratacdo, emagrecimento e reducdo da microbiota digestiva do animal. O diagnéstico
convencional, através de técnicas laboratoriais, baseia-se em exames soroldgicos, teste de
inibicdo da hemaglutinacao e exames hematoldgicos, embora estes métodos, muitas vezes, nao
sejam conclusivos (REMOND et al., 1992).

O uso de técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permite a
deteccdo de regibes especificas do genoma viral, com alta especificidade e sensibilidade
(HERREWEGH et al.,, 1998; GOUVEA et al.,, 1990; BOUNAGLOVIA et al., 2001;
PRATELLI et al., 2001; DECARO et al., 2005). Posteriormente a PCR, as amostras podem
ainda ser submetidas a andlises adicionais, visando sua caracterizacdo genética (DESARIO et
al., 2005).

A identificacdo destas cinco espécies entéricas virais, ajuda a monitora-las dentro da
populacdo de cées no Brasil. Além disso, estes estudos podem contribuir na realizagdo de

estudos epidemioldgicos e preventivos destes virus em caninos.

O objetivo deste trabalho foi detectar as principais espécies de virus (CPV-2, CAdV-1,

CRV, CCoV e CDV) que infectam cdes com e sem sinais clinicos de diarreia no Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carnivore protoparvovirus 1, parvovirus canino (CPV-2)

2.1.1 Histérico

A parvovirose canina € considerada uma das principais causas de enterite viral, de
origem infecciosa, em cédes com idade inferior a seis meses (POLLOCK et al., 1993; PRITTIE
et al., 2004). A doenca é causada pelo parvovirus canino (Carnivore protoparvovirus 1, CPV-
2), o qual foi descrito na década de 70 e disseminou-se rapidamente por todos 0s continentes
(APPLE et al., 1979; COTMORE et al., 2013).

Na década de 80, uma nova variante emergente do CPV-2 foi descoberta, sendo
designada CPV-2a. O virus continuou mutando, e rapidamente um novo tipo, CPV-2b, surgiu
em 1984 (POLLOCK, 1984; PARRISH, 1988). Atualmente, os subtipos CPV-2a e CPV-2b do
parvovirus canino sao os principais agentes causais de doencas gastroentéricas em caninos no
mundo inteiro. Nos Ultimos quinze anos, uma nova estirpe, CPV-2c, emergiu (GODDARD e
LEISEWITZ, 2008). Este novo subtipo da espécie CPV-2 e foi relatada pela primeira vez por
Buonavoglia et al., (2000) na Italia e, posteriormente também foi identificada no Vietna por
Nakamura et al., (2004), na Espanha por Decaro et al., (2006), nos Estados Unidos por Hong et
al., (2007), em Portugal por Vieira et al., (2008), na Alemanha e no Reino Unido por Decaro et
al., (2007). Em paises da América do Sul, esta nova variante foi relatada pela primeira vez por
Perez et al., (2007), no Uruguai.

No Brasil, Streck et al., (2009) foram os primeiros a identificar o CPV-2c circulando
dentro das populacdes de cdes na regido metropolitana de Porto Alegre, no estado do Rio
Grande do Sul. Posteriormente, Pinto et al., (2012) realizaram um estudo de prevaléncia do
CPV-2 em 144 amostras de fezes de cées, onde a taxa de detecgéo foi de 29,2% (42/144) entre
as amostras avaliadas para o virus, revelando, desta maneira, que o0 CPV-2 ainda tem uma alta

ocorréncia dentro das populagdes de cées no Brasil.

2.1.2 Caracterizacgéo e Classificacdo

O parvovirus possui um genoma linear do tipo DNA fita simples. Seu virion tem 25 nm

de didmetro e € composto por um capsideo ndo envelopado de morfologia esférica o qual infecta
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vertebrados e insetos (Figura 1), (MUZYCZKA e BERNS, 2013; DECARO e
BUONAVOGLIA 2012).

Figura 1. Modelo da estrutura do capsideo do parvovirus canino (CPV-2), microscopia
eletrdnica em contraste negativo das particulas do CPV-2 Adaptado de: Parrish et al., 2011.

O genoma do parvovirus é composto por duas fases abertas de leitura (ORF)
sobrepostas, que codificam duas proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2) e duas proteinas
estruturais (VP1 e VP2). A proteina estrutural VP2 é a mais abundante do CPV-2, j& que esta
compde 90% do capsideo viral. Além disso, ela é a principal responsavel pela variabilidade das
interacOes virus-hospedeiro e também sua clivagem com as proteases do hospedeiro gera a
proteina VP3 (DECARO e BUONAVOGLIA, 2012).

O genoma do CPV-2 apresenta entre seis e dez sequéncias palindrémicas que favorecem
a formacdo de estruturas em forma de grampo nas regides terminais. Isto é fundamental tanto
para a replicagdo como para a formagéo do capsideo viral. Devido a sua dependéncia por células
na fase S do ciclo celular, este virus atua preferencialmente em 6rgdos de multiplicacéo rapida,
como a medula 0ssea e o intestino delgado (MORAIS E COSTA, 2012).

O CPV-2 esté classificado dentro da Familia Parvoviridae, a qual compreende duas

subfamilias, Parvovirinae e Densovirinae, que infectam vertebrados e insetos, respectivamente
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(TATTERSALL et al., 2005). Atualmente, oito géneros estdo incluidos na subfamilia
Parvovirinae, nomeados Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus,
Dependoparvovirus, Erythroparvovirus, Protoparvovirus, Tetraparvovirus. Atualmente o
ICTV classifica o CPV-2, no género Protoparvovirus onde foi incluido como a espécie
Carnivore protoparvovirus 1, conjuntamente com Primate protoparvovirus 1, Rodent
protoparvovirus 1, Rodent protoparvovirus 2 e Ungulate protoparvovirus (COTMORE et al.,
2013).

2.1.3 Epidemiologia e Patogenia

A enterite aguda causada pelo CPV-2 pode ser vista em cées de qualquer raca, idade, ou
sexo, porem, filhotes entre seis semanas e seis meses de idade parecem ser mais suscetiveis. A
imunidade adquira apds a vacinacdo contra o CPV-2 é de longa duracdo (POLLOCK e COYNE,
1993; HOSKING, 1997; PRITTIE, 2004). Nas primeiras semanas de vida, os filhotes séo
protegidos contra a infec¢do pelo anticorpo de origem materna (supondo que a fémea tenha
anticorpos). A doenca é, portanto, raramente encontrada nos recém-nascidos (POLLOCK e
CARMICHAEL, 1982).

Entre os fatores que predispdem os cées a infeccdo pelo CPV-2 se encontram: a falta de
imunidade, parasitas intestinais e condi¢cfes ambientais insalubres e estressantes (BRUNNER
e SWANGO, 1985; SMITH-CARR e MACINTIRE, 1997; HOSKING, 1997;). Algumas racas
tém demonstrado serem mais suscetiveis a apresentar um quadro clinico mais severo quando
infectadas pelo CPV-2, incluindo o rottweiler, doberman, pinscher, american pit bull terrier,
labrador retriever, e pastor alemdo (HOUSTON et al., 1996; GODDARD, 2010; NELSON e
COUTO, 2013).

O CPV-2 se propaga rapidamente entre as populacdes de cdes pela via fecal-oral, através
da exposicédo oro nasal, féomites contaminados por fezes, roedores, insetos e seres humanos que
atuam como veiculos de propagacao viral. A excre¢édo das particulas virais nas fezes comeca a
partir do terceiro dia apos infeccdo (JHONSON e SMITH, 1983; HOSKINS, 2004).

A replicagdo do virus se inicia em tecidos linfoides associados ao sistema gastroentérico
e é disseminada por leucécitos infectados para o epitélio germinativo das criptas do intestino
delgado, ocasionando assim a diarreia. Durante a infeccdo intestinal, o virus consegue destruir
a base das criptas intestinais e se replicar em células epiteliais da mucosa enterica. Este tipo

celular permanece em fase continua de mitose, reconstituindo o epitélio absortivo das
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vilosidades (APPEL e MEUNIER, 1980; MEUNIER e COOPER, 1985a; Mc CANDLISH,
2001; GODDARD, 2010). Entre o primeiro e quinto dia pés-infecgdo, se observa um quadro
de viremia plasmatica. Apos isso, 0 CPV-2 passa a ser observado, predominantemente, no
epitélio que reveste a lingua, a cavidade oral e do es6fago; intestino delgado; medula dssea; e
tecido linfoide, como ganglios linfaticos e timo (MEUNIER e COOPER, 1985b; HOSKING,
1997; PRITTIE, 2004). A eliminacdo viral acontece por um periodo de 3 a 4 semanas apds
adquirir a doenca clinica ou sub-clinica (MACARTNEY e MCCANDLISH, 1984).

2.1.4 Manifestacdes Clinicas e Lesdes

A forma clinica mais caracteristica induzida pelo CPV-2 é a enterite hemorragica
(DECARO et al., 2005) que, em alguns casos, pode se apresentar de uma forma extremamente
severa, devido as infec¢des secundarias concomitantes, baixos niveis de anticorpos maternos e
fatores ambientais (PRITTIE, 2004). Os sinais clinicos ocorrem apds um periodo de incubacéo
de trés a sete dias e incluem anorexia, depressao, febre e desidratacéo. Filhotes afetados podem
comecar a desenvolver vémitos e diarreia sanguinolenta em um periodo que varia de 24 a 48
horas ap0s o inicio dos sinais clinicos (SMITH-CARR e MACINTIRE, 1997).

As grandes perdas de fluidos e proteinas através do trato gastrointestinal, a desidratacédo
e 0 choque hipovolémico, muitas vezes, desenvolvem-se rapidamente. Lesbes secundarias a
infeccdo viral no trato intestinal aumentam o risco de translocacdo bacteriana e subsequente,
septicemia por coliformes, que podem levar ao desenvolvimento de uma resposta inflamatdria
sistémica podendo progredir para o choque séptico (TURK et al., 1990; OTTO et al., 1997;
GODDARD, 2010).

Entre os achados hematoldgicos associados a infeccdo causada pelo CPV-2 esta a
linfopenia e, em alguns casos, a panleucopenia pode ser observada (BRUNNER e SWANGO,
1985). InfeccBes pulmonares causadas por patdgenos oportunistas podem levar ao
aparecimento de doencas respiratdrias. Infec¢bes subclinicas e inaparentes sdo detectadas com
frequéncia, principalmente em filhotes com titulos intermediarios de anticorpos e em caes
adultos. A taxa de mortalidade pode ser elevada (até 70%) em filhotes, mas, em cdes adultos,
geralmente sdo menores do que 1% (DECARO e BOUNAVOGLIA, 2011).
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2.1.5 Diagnostico

Testes diagnosticos utilizados na deteccdo do CPV-2 em pacientes infectados incluem:
sorologia, histopatologia e necropsia (POLLOCK e CARMICHEL, 1983). Testes sorologicos,
microscopia eletronica (ME), hemaglutinacdo direta (HA), isolamento viral (IV) e cultivo
celular, sdo altamente sensiveis e especificos, porém, dependem de diversos fatores, tanto
relacionados a técnica, quanto ao periodo pos-infeccdo em que o paciente se encontra. Testes
soroldgicos indiretos também podem ser usados, tais como: inibicdo da hemaglutinacédo (HI),
soroneutralizagdo (SN), ELISA (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) indireto e
imunofluorescéncia indireta (IFI). Estes identificam uma infec¢do passada ou podem ser
utilizados para monitorar a condi¢cdo imunoldgica do cdo apds vacinacdo. O diagnostico post-
mortem € realizado com base nos achados de necropsia e nas lesdes histoldgicas caracteristicas
(HOSKINS, 2004).

Cultivos celulares feitos a partir de linhagens de origem canina como as células MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cell line) e A 72 (Fibroblast Canine Cell Line), ou de
linhagem felina como as células CRFK (Feline Kidney Cells), podem ser realizados através do
isolamento de particulas virais nas fezes e nos tecidos dos pacientes infectados (MORAIS e
COSTA, 2012). Entretanto, resultados falso-positivos podem ser observados de trés a dez dias
apos a vacinagdo em cdes imunizados contra o CPV. Estes falso-positivos podem ocorrer devido
a ligacdo dos anticorpos neutralizantes presentes no soro, com antigenos nas particulas virais
que estdo presentes nas fezes dos pacientes (PRITTIE, 2004; GODDARD, 2010).

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos métodos de diagndstico molecular, como a
hibridizacdo de acidos nucléicos (REMOND et al., 1992) e a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (BOUNAVOGLIA et al., 2001). Esses métodos geralmente ndo sdo afetados pela
resposta imune do hospedeiro. Varios protocolos de PCR foram desenvolvidos para detectar
material genético em amostras de fezes por ser mais sensivel e especifico, se comparados com
outros (DESARIO et al., 2005). Atualmente, este € 0 método mais utilizado, ja que ajuda a

excluir muitos resultados falso-positivos e falso-negativos (MORAIS e COSTA, 2012).
2.1.6 Prevencéao e Controle
Historicamente, os surtos de enterites causados pelo CPV-2 sdo de dificil controle. O

virus pode sobreviver por mais de seis meses em temperatura ambiente e pode ser facilmente

transmitido para os cdes atraves de gaiolas contaminadas, roupas de cama ou através de seres
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humanos que carreiem o virus. Em lugares como canis, é necessario adotar boas praticas de
higiene, as quais incluem a desinfeccéo de todas as superficies e do pessoal que foi exposto ao
virus, o que é fundamental para a prevencdo da transmissdo nosocomial da infeccdo viral
(PRITTIE, 2004).

Para prevenir a infec¢do pelo CPV-2, mais importante do que uma boa higiene, € a
garantia de uma forte imunidade individual do cdo através de ado¢do de protocolos eficazes de
imunizacdo. Titulos de anticorpos no soro estdo correlacionados com a imunidade. Caes
soronegativos sao sensiveis a doenca; cdes com titulos baixos de anticorpos, normalmente nao
se tornam sistemicamente doentes, mas vdo eliminar o virus nas suas fezes podendo propagar
a infeccdo. Cées com altos titulos de anticorpos ndo desenvolvem a infecc¢do, porém, podem
contribuir na propagacdo do virus (POLLOCK e CARMICHAEL, 1982; POLLOCK e
COYNE, 1993).

O protocolo de vacinacdo mais eficaz para prevenir a infeccdo do CPV-2 é imunizar
sistemicamente os filhotes, com trés doses de vacinas iniciais (WANER et al., 1996;
McCLADISH, 2001; BERGMAN et al., 2006; NELSON e COUTO, 2013) e recomenda-se
revacinar anualmente (HORZINEK, 2010). Um estudo feito por Twark et al., em 2000, revelou
que 93,7% dos cdes vacinados mantiveram uma resposta adequada apds dois anos da vacinacao.
Em outro estudo, Kapil et al., em 2007, mostraram que duas vacinas vivas modificadas, uma
contendo a variante CPV-2 e o outra o subtipo CPV-2b, conseguiram induzir protecéo cruzada
contra o subtipo CPV-2c. Existem ainda disponiveis no mercado, detergentes e desinfetantes
gue inativam o CPV-2. O hipoclorito de sédio (agua sanitaria comum) é um desinfetante
viricida altamente eficaz, mas a sua exposi¢do deve durar pelo menos uma hora para se obter
uma acdo eficaz (HOSKING, 1997).

2.2.  Canine mastadenovirus A tipo 1 (CAdV-1)
2.2.1 Historico
O primeiro relato envolvendo o mastadenovirus canino A tipo 1 (CAdV-1) foi em 1947,

na Suécia. Neste estudo, Rubarth et al., descreveram a hepatite infecciosa canina como uma

doenca aguda que causava lesdes no figado, no endotélio vascular e no tecido linfoide de caes,
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denominada hepatite contagiosa canina (ICH) ou doenca de Rubarth (PARRY e LARIN 1950;
PAY, 1950; HIPOLITO E FREITAS, 1964).

A partir do seu descobrimento, esta espécie viral tem sido amplamente estudada no
mundo inteiro em caninos que apresentam variadas formas clinicas (subclinica, aguda e
cronica) da infecgdo. Atualmente, este tipo de doenga tem uma incidéncia muito baixa, devido
a implementacdo de programas eficazes de vacinagdo nas populagdes caninas (APPEL et al.,
1987; KOBAYASHI etal., 1993; HAN et al., 1996; BISCHOFF etal., 1996; LUTZ et al., 1997;
RIDGWAY et al., 1997; CHOUINARD et al., 1998; HALL et al., 1998; VOLLMER et al.,
1999; PRATELLI et al., 2001; CAUDELL et al., 2005; DECARO et al., 2007; AKERSTEDT
etal., 2010; THOMPSON et al., 2010; PIACESI et al., 2014).

2.2.2 Caracterizacao e Classificacao

O genoma do adenovirus € linear, DNA fita dupla, ndo envelopado, com um diametro
de aproximadamente 90 nm e possui uma proteina promotora tardia (PT) ligada covalentemente
na regido 5’ terminal (REKOSH et al., 1977). Os adenovirus sdo compostos por um cépsideo
icosaédrico, que consiste de trés proteinas maiores, do hexon (1), a base do penton (I11) e uma
fibra nodosa (1V), juntamente com as proteinas menores, VI, VIII, IX, Illa e 1Va2 e por um
nacleo constituido pelas proteinas V, VII, X e a proteina PT (Figura 2) (RUSSELL, 2000).

O capsideo estd composto por 252 capsémeros, os quais sdo formados por 240 hexons
qgue compdem as faces e bordas do capsideo e por 12 bases pentons que constituem as fibras
nodosas dos virions (VELLINGA et al., 2005). As proteinas que compde o nulcleo estdo
fusionadas com o genoma viral. Algumas das fun¢des destas proteinas parecem estar envolvidas
no empacotamento, compactacdo e no processo replicativo do genoma (RUSELL, 2000).

De acordo com a classifica¢do atual do ICTV, o adenovirus canino estd agrupado em
cinco géneros dentro da familia Adenoviridae, o0s quais sdo: o Mastadenovirus,
Avianadenovirus, Atadenovirus, Ichtadenovirus e Siadenovirus. O CAdV-1 pertence ao género
Mastadenovirus onde esta incluido na espécie Canine mastadenovirus A (DAVISON et al.,
2013).
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Figura 2. Microscopia eletrénica de uma particula de adenovirus (esquerda) e organizagédo
estrutural de uma particula viral mostrando as proteinas do capsideo e do nucleo (direita).
Adaptado de: MORAIS e COSTA, 2012.

2.2.3 Epidemiologia e Patogenia

A implementacdo em grande escala das vacinas contra o0 CAdV-1, além de conferir
protecdo cruzada contra 0 CAdV-2 desde os anos 60, reduziu em grandes propor¢des a
ocorréncia da enfermidade (APPEL et al., 1987; PRATELLI et al., 2001). Estudos realizados
na Suécia (RUBARTH et al., 1947), Japdo (KOBAYASHI et al., 1993), Estados Unidos
(CAUDELL et al., 2005) e na Itdlia (DECARO et al., 2007) mostram que a infecgdo causada
pelo CAdV-1 esté distribuida pelo mundo todo. Um recente estudo feito no Brasil por Piacesi
et al., (2014) revela que a apesar do CAdV-1 ser uma enfermidade rara, este tipo de infeccédo
pode apresentar surtos esporadicos.

Em regides onde os cdes ndo sdo imunizados, é possivel que caninos entre um més e
dois anos de idade possam desenvolver a infecgdo com um quadro febril discreto (STALKER
e HAYES, 2007). Além da vacinacdo, ha outros fatores que podem contribuir para a prevencao
da doenca, incluindo uma correta desinfeccdo e uma boa higiene de gaiolas e das instalagdes,
que séo determinantes no controle da doenca (PRATELLI et al., 2001).

Cées suscetiveis a infeccdo podem contaminar-se tanto por contato direto quanto
indireto, sendo as vias oro — nasal e conjuntival as principais formas de contaminagdo. A
principal via de excrecdo das particulas virais é a urina. E possivel excretar o virus por periodos

maiores que seis meses, e 0s principais disseminadores do virus sdo animais clinicamente
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recuperados da infec¢do (APPEL et al., 1987). Animais silvestres, como lobos, raposas, gambas
e guaxinins, atuam como reservatorios do virus, j& que desenvolvem a infeccdo naturalmente
(BICHARD e SHERDING, 2004; AKERSTEDT et al., 2010; THOMPSON et al., 2010).

O ciclo infeccioso do CAdV-1 é composto por uma fase inicial (E), constituida por cinco
regides de transcricdo E1A, E1B, E2, E3 e E4 e por uma fase tardia (L), composta por cinco
regides de transcri¢do (L1 a L5). Outros integrantes da transcri¢do viral sdo os genes IX e Va2,
0S quais sdo expressos em niveis elevados (LUTZ e KEDINGER, 1996; LUTZ et al., 1997). A
fase inicial do ciclo infeccioso pode levar cerca de seis a oito horas, enquanto que a fase tardia
normalmente é mais curta, gerando um novo virus entre quatro e seis horas (RUSELL, et al.,
2000).

A regido E1A do genoma viral codifica proteinas que sdo essenciais para a transcrigdo
inicial do virus. Estas desempenham trés funcdes principais: a primeira € a inducdo na
progressao do ciclo celular (sintese de DNA), para proporcionar um 6timo ambiente para a
replicacdo viral; a segunda € proteger as células infectadas das defesas imunitarias antivirais do
hospedeiro, tais como o fator de necrose tumoral (TNF) ou da apoptose; e a terceira é promover
a sinteses de proteinas virais necessarias para a replicacdo do DNA viral (HALL et al., 1998;
GOODRUM e ORNELLES, 1999; KANNABIRAN et al., 1999; YUN et al.,1999). As regides
de transcricdo E1A e E1B sdo responsaveis pela transformacao e oncogenicidade geradas dentro
da célula hospedeira. Ambas as regides, interagem com o gene p53 (supressor tumoral celular),
interferindo na regulacdo normal, e desta forma, induzindo a apoptose e necrose (HAN et al.,
1996; BISCHOFF et al., 1996; RIDGWAY et al., 1997; VOLLMER et al., 1999; HARADA e
BERK, 1999).

Os produtos da regido E2 estdo envolvidos no mecanismo de replicacdo do DNA viral
e na transcricdo dos genes tardios (HAY et al., 1995). A regido E3 é conhecida por interagir
com os mecanismos de defesa imune do hospedeiro, modulando a resposta do paciente a
infeccdo por adenovirus. Também é responsavel pela inibicdo da expressao de antigenos do
complexo maior de histocompatibilidade tipo 1 (MHC-1), em células infectadas e na inibigéo
do TNF (TOLLEFSON et al., 1996; BENNETT et al., 1999). Por ultimo, se encontra a regido
E4, a qual esta envolvida em regular o ciclo celular e a replicacédo viral (HALBERT et al., 1985;
GOODRUM e ORNELLES, 1999; WEIGEL e DOBBELSTEIN, 2000).

Em seguida, segue a transcricdo tardia, onde as cinco regides de transcri¢do (L1 a L5),
sdo responsaveis pela produgdo dos componentes estruturais do virus e pela encapsidacdo e
maturacgdo de particulas virais no ncleo. Um dos elementos chaves no controle da transcri¢do

é o principal promotor tardio (PT), que se atenua durante a transcri¢do dos genes precoces. No
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entanto, observa-se uma diminui¢do no nivel basal de transcri¢do tardia no inicio da infeccéo
mesmo antes do promotor tardio principal (MLP) entrar em a¢do (RUSELL, 2000).

Ap0s o inicio da replicacdo do DNA viral, os genes 1Va2 e IX sdo expressos em niveis
elevados de transcricdo devido ao MLP, que é totalmente funcional através de ativacao
especifica. Isto é possivel através dos produtos do gene IX e IVa2 (LUTZ e KEDINGER, 1996;
LUTZ et al., 1997). O processo de formacdo do capsideo é regulado pela presenca do DNA
viral atraves de um sinal de empacotamento enviado pela extremidade esquerda do genoma,
que se compde de uma série de sequéncias ricas em adenina e timina (AT). Estes eventos sao
acompanhados por grandes mudancas na estrutura nuclear e na permeabilizacdo da membrana
nuclear. Essas mudancas facilitam a saida do virus do citoplasma, a conseguinte desintegracdo
da membrana plasmatica e a liberacdo das particulas virais da célula hospedeira (HEARING et
al., 1987; RAO et al., 1996; TOLLEFSON et al., 1996; RUSELL, et al., 2000).

2.2.4 Manifestacdes Clinicas e Lesdes

No hospedeiro, 0 CAdV-1 é encontrado em todos os tecidos, onde é eliminado em todas
as secre¢des durante a infecgcdo aguda. O periodo de eliminacdo das particulas virais € de seis a
nove meses atraveés da urina, que ocorre apos a recuperacao do paciente. Esta espécie viral é
altamente resistente a inativacdo, o que facilita a transmissao através de fomites e ectoparasitas
(BICHARD e SHERDING, 2004). O CAdV-1 se replica em células endoteliais vasculares e
hepatocitos, produzindo uma hemorragia aguda no figado e necrose hepatica, com um curso
clinico mais grave em jovens do que em cées adultos (CHOUINARD et al., 1998; STALKER
e HAYES, 2007).

Este tipo de infeccdo pode se apresentar nas formas subclinica, aguda e hiperaguda. A
forma subclinica da doenca se caracteriza por ser discreta e inaparente (PARRY e LARIN,
1950; HODGMAN e LARIN, 1953), enquanto que nas formas aguda e superaguda podem levar
0 paciente a 6bito em poucas horas (PAY, 1950; PARRY e LARIN, 1950; LARIN, 1958), com
uma taxa de letalidade que oscila entre 12% (PARRY e LARIN, 1950) e 25% (KELLY, 1993).

Na maioria dos casos, a doenca aguda é a mais frequente. Os sinais clinicos incluem
febre, inapeténcia, hemorragias difusas, dor abdominal, vomitos, diarreia e dispnéia. A
opacidade da cornea (olho azul) e a nefrite intersticial podem ocorrer de uma a trés semanas
apos a recuperacado clinica como consequéncia da deposi¢do de complexos imunes circulantes
(CARMICHAEL, 1965; WRIGHT, 1976, DECARO et al., 2007). Caso a infeccdo seja

superaguda, os sinais clinicos incluem palidez das mucosas, coagulacdo intravascular
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disseminada (CID), petéquias, convulsdes e coma. Cées que alcangam esta fase vém a 6bito em
poucas horas, devido a um possivel caso de envenenamento (GREENE, 2006).

2.2.5 Diagnostico

O diagndstico inicia através do exame fisico, uma vez que os sinais clinicos séo
variaveis, podendo ser leves ou graves. Diagnosticar a hepatite infecciosa canina é dificil, pois
os sinais clinicos ndo sdo especificos para esta doenca. Com o objetivo de diferenciar de outras
patologias que apresentam uma sintomatologia semelhante, exames laboratoriais como
isolamento viral, IF, ME, IHC, ELISA e a PCR, assumem importancia na hora de detectar e
identificar o patdogeno (SWANGO, 1992; PRATELLI, 2001; CAUDELL et al., 2005;
DECARO et al., 2007; PARK et al., 2007;).

O ELISA ¢ considerado um teste altamente eficiente e rapido para determinar o estado
imunitario de cies para o virus da hepatite infecciosa canina e adenovirus canino tipo 2 (GUR
etal., 2009). A PCR (LINNE et al., 1992) é uma técnica especifica e sensivel que pode detectar
0 DNA viral em um baixo numero de copias. Esta técnica tem sido utilizada para detectar o
DNA viral do CAdV-1 em cultura de tecidos e em amostras de figado em cdes com hepatite
infecciosa canina (KISS et al., 1996; CHOUINARD et al., 1998).

O virus pode ser isolado a partir do sangue, urina, fezes e secre¢cdes da orofaringe
(WOODS et al., 1999) e sua replicacdo pode ser realizada em células MDCK (Madin-Darby
canine kidney), sendo esta linhagem celular a mais indica para realizar o cultivo celular
(MORAIS e COSTA, 2012). Tanto em infec¢des naturais como experimentais a presenca do
CAdV-1 foi confirmada por IHC (RAKICH et al., 1986; CAUDELL et al., 2005).

2.2.6 Prevencéao e Controle

Entre as medidas de prevencdo implementadas contra infeccdo causada pelo CAdV-1
encontra-se a vacinacdo. Desde os anos 60 o uso de vacinas vivas modificadas contra 0 CAdV-
1 vem sendo implementado, porém, estas vacinas vém causando reacfes adversas em caes
infectados. Embora as vacinas contra 0 CAdV-2 terem sido desenvolvidas como uma
alternativa na prevencdo da hepatite infecciosa canina, atualmente sdo caninas, sdo mais
eficazes e seguras (FAIRCHILD et al., 1969; APPEL et al., 1973). Vacinagdes generalizadas
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tém reduzido a circulagdo do virus na populagédo canina, de modo que hoje em dia este tipo de
infecgdo é raramente relatada (DECARO et al., 2007). Recomenda-se imunizar os filhotes
administrando duas doses com intervalos que oscilam entre as trés e dez semanas. A idade 6tima
para administrar a vacina nos cdes esta entre as doze e quatorze semanas de idade.
Adicionalmente, revacinar anualmente é amplamente recomendado, j& que isto garante o
controle da infecgédo (ETTINGER e FELDMAN, 2004).

2.3 Coronavirus Canino (CCoV)

2.3.1 Histérico

O coronavirus canino (CCoV) esta associado a surtos esporadicos de enterites em caes.
O virus foi pela primeira vez observado quando Binn e colaboradores, em 1971, o isolaram das
fezes de cdes com enterite aguda em uma unidade canina militar na Alemanha (BINN, 1974;
DECARO e BUONAVOGLIA, 2008). Desde entdo, esse agente tem sido amplamente
detectado em cées clinicamente saudaveis e em caninos que apresentam vomitos e diarreia
severa, mostrando que CCoV é um patogeno entérico importante nestes animais. Testes de
diagndstico demonstram que CCoV esta disseminado em todas populagdes de cdes, sendo
altamente prevalente em canis e abrigos (CARMICHAEL, 1978; RIMMELZWAAN et al.,
1991; TENNANT et al., 1993; BANDAI et al., 1999; NAYLOR et al., 2001b; SCHULZ et al.,
2008, DECARO e BUONAVOGLIA, 2008; LE PODER, 2011).

2.3.2 Caracterizacao e Classificacdo

O genoma do coronavirus consiste de uma Gnica molécula de sentido positivo-linear,
RNA fita simples, com envelope, com 27,6 a 31 kilobases (kb) (LAI, 2001; DECARO e
BUONAVOGLIA, 2008; PERLMAN et al., 2008). As proteinas virais ndo estruturais sao
codificadas na regido mais proxima da extremidade 5° do genoma, enquanto que as proteinas
estruturais sao codificadas proximas a extremidade 3’. Os dois tergos iniciais do genoma

correspondem ao gene L e codificam a polimerase viral (polimerase de RNA dependente de
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RNA — replicase). Esta regido possui duas ORF sobrepostas, que s&o traduzidas em uma
poliproteina no inicio do ciclo replicativo (PRATELLI, 2011).

As principais proteinas dos virions dos coronavirus incluem uma proteina do
nucleocapsideo (N), proteinas do envelope espicular (S), proteina transmembrana (M) e
proteina transmembrana pequena (E). Estas duas Gltimas sdo essenciais para a montagem do
virion do coronavirus. As espiculas secundarias, menores, consistem de um dimero de uma
proteina de membrana de classe I, a hemaglutinina esterase (HE) e possuem identidade de
sequéncia de 30% com a regido amino-terminal da proteina de fusdo do virus da influenza
(Figura 3) (MACLACHLAN e DUBOVI, 2011; PRATELLI, 2011).

O CCoV esta classificado dentro da familia Coronaviridae, a qual compreende duas
subfamilias Coronavirinae e Torovirinae. Quatro géneros conformam a subfamilia
Coronaviridae, denominados, Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus, e
Deltacoronavirus. Atualmente o ICTV classifica o CCoV, no género Alphacoronavirus
formando a espécie Alphacoronavirus 1, juntamente com o coronavirus felino (FCoV), o virus
da gastroenterite transmissivel (TGEV) e o coronavirus humano 229E (PRATELLI, 2006;
CARSTENS, 2010).

2.3.3 Epidemiologia e Patogenia

A coronavirose entérica canina € uma doenca infecciosa cosmopolita que ocorre de
forma endémica e ocasiona altas taxas de mortalidade e morbidade (CARMICHEL e BINN,
1981; ZAPULLI et al., 2008; DECARO e BUONAVOGLIA, 2008). Estudos epidemioldgicos
feitos na Gltima década, revelaram que o CCoV tipo | esta atualmente generalizada em céaes na
Turquia (YESILBAGET et al., 2004), Austria (BENETKA et al., 2006) e China (WANG et al.,
2006). Na Austria, 0 CCoV tipo 1 foi reportado em gatos (BENETKA et al., 2006). Na China,
0s genotipos CCoV tipo 1 e CCoV tipo 2, foram detectados em amostras de fezes de coiotes e
guaximins saudaveis, mostrando uma alta similaridade como os isolados caninos no gene M
(MA e LU, 2005; WANG et al., 2006).
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Figura 3. Estrutura das particulas virais e genoma de um coronavirus Fonte:
http://virus.knu.ac.kr/images/research01.jpg. Adaptado de: BRANDAO, LOVATO e
SLHESSARENKO, 2012.

No Brasil, Guirdo et al., (2009) analisaram 100 amostras de fezes de cdes para CCoV,
resultando em 47 positivas (47%). J4& em um estudo realizado por Mosca et al., (2012), através
da RT-PCR detectou 55 amostras positivas de um total de 80 cées testados (68,8%). Um estudo
feito no estado do Rio Grande do Sul, realizado por Dezengrini et al., (2007), analisou 817 caes

para o CcoV e obteve 412 amostras (50,4%) como positivas.

A infeccdo por coronavirus, normalmente, é restrita ao trato entérico. A infeccdo é
autolimitante e normalmente produz as formas leves ou assintomaticas de enterites em cées
(TENNANT et al., 1991). O virus entra no hospedeiro através da via oral, sendo que fezes e
fomites de animais contaminados s&o as fontes primordiais do virus. A eliminagdo do virus
ocorre através das fezes por até duas semanas pés-infeccdo. Dados de prevaléncia séo variaveis
e alguns fatores podem interferir nos resultados desses estudos, tais como: 0 pequeno numero
de amostras testadas, o uso de diferentes técnicas de deteccdo de anticorpos, a presenca de

amostras de soro de cdes vacinados e a maior importancia da imunidade local apds a infeccao
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natural (BRANDAO, LOVATO e SLHESSARENKO, 2012). O virus é contagioso e acomete
canis, abrigos e outros locais com uma alta densidade populacional (CARMICHEL e BINN,
1981; ZAPULLI et al., 2008; DECARO e BUONAVOGLIA, 2008).

O virus replica no epitélio duodenal e comeca se disseminar pela superficie do intestino
até chegar ao ileo. A infecgdo também pode alcancar os linfonodos mesentéricos e, em alguns
casos, o figado e o baco podem ser acometidos. A forma fatal da doenca geralmente ocorre
como consequéncia de infec¢des multiplas de CCoV com o CPV-2 (DECARO et al., 20086,
2007), CAdV-1 (DECARO et al., 2007), ou de CCoV com o CDV (DECARO et al., 2004;
DECARO e BUONAVOGLIA, 2008).

2.3.4 Manifestacdes Clinicas e Lesbes

A manifestacdo clinica inicia-se entre o primeiro e quarto dia pds-infeccdo. Animais
com coronavirose desenvolvem sinais de diarreia, desidratacdo, vomito, letargia e inapeténcia,
0 que em alguns casos pode levar o animal a morte. Co-infec¢fes com outros patégenos, como
virus, bactérias e parasitas, corroboram com a cronificacdo da doenca. Caso ndo haja o
agravamento da patologia, a melhora clinica pode se dar normalmente na primeira semana pos-
infeccdo (TENNANT et al., 1991; DECARO et al., 2006, 2007b). Frequentemente, o virus
causa doenca gastrointestinal em filhotes e, usualmente, acarreta letargia, anorexia, vomito e
diarreia. As fezes tém aspecto aquoso e coloracdo amarelada ou esverdeada e, em alguns casos,
pode-se observar diarreia hemorragica (CARMICHEL e BINN, 1981; ZAPULLI et al., 2008;
DECARO e BUONAVOGLIA, 2008).

Comumente, este virus ocasiona uma baixa taxa de mortalidade, fazendo com que as
necropsias ndo sejam recorrentes. Entre os achados macroscépicos esté a dilatagdo do intestino
delgado, apresentando contetdo liquido amarelado ou esverdeado, e a hiperemia da mucosa
intestinal, que muitas vezes pode apresentar-se hemorragica. Além disso, os linfonodos
mesentéricos encontram-se edemaciados. Microscopicamente, o intestino apresenta depressao
nas criptas, espessamento da lamina propria, degeneracdo e integracdo das vilosidades
intestinais devido a replicacdo viral e o incremento das células globosas (ZAPULLI et al.,
2008).
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2.3.5 Diagnostico

As técnicas diagndsticas para 0 CCoV sdo principalmente usadas para diferenciar o
virus de outras espécies virais que causam gastroenterite, as quais incluem o CPV-2, CRV,
CAdV-1e o0 CDV (PINTO, 2012). O virus pode ser visualizado por microscopia eletrénica ou
pode ser isolado em cultivo celular. Linhagens celulares de rim de canino A-72 normalmente
sdo suscetiveis a infeccdo causada pelo CCoV. Outras células como as de embrido e a linhagem
de rim de felino (CRFK) também sdo suscetiveis a este tipo de infeccdo, onde o virus gera efeito
citopatico em praticamente todos os tecidos do corpo com excecdo do tecido cerebral. Anélises
de imunohistoquimica realizados com anticorpos monoclonais para o CCoV detectaram
proteinas do CCoV causando lesdes graves em Orgdos como pulmdes, rins, figado, baco,
intestino e linfonodos (BOUNAVOGLIA et al., 2006).

Técnicas moleculares como RT-PCR (HERREWEGH et al., 1998; PRATIELLI et al.,
2001) e a PCR em tempo real (QPCR) (DECARO et al., 2004) séo altamente especificas e
sensiveis, podendo ser padronizadas com fins de diagnostico.

2.3.6 Prevencdo e Controle

A enterite causada pelo coronavirus € controlada com a implementagdo de um
tratamento de suporte, o qual se baseia na restituicdo do equilibrio eletrolitico e no controle das
infeccBes conjuntas com outros patdgenos (HOSKINS, 1997). Estdo disponiveis vacinas
multivalentes que contém antigenos inativados para o CCoV. No entanto, a efetividade destas
€ muito questionada, ja que elas ndo sdo capazes de induzir a producdo da Imunoglobulina A
(IgA) na mucosa intestinal. Outro fator limitante para a eficacia destas vacinas € a grande
diversidade antigénica existente entre cepas e isolados do coronavirus (BRANDAO, LOVATO
e SLHESSARENKAO, 2012).

Na atualidade, as vacinas disponiveis ndo apresentam 0s novos subtipos em sua
formulacdo, 0 que seria necessario para gerar uma maior protecdo. Paralelo a isso, trabalhos
cientificos disponiveis indicam que os subtipos CCoVlla e CCoVIIb possuem uma reacao
cruzada limitada com o genétipo CCoV-I, corroborando no comprometimento da eficacia
vacinal (DECARO et al., 2009; DECARO et al., 2010; DECARO et al., 2011).
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Uma das maneiras de prevenir a infeccdo causada pelo CCoV ¢ evitar o contato com
animais suscetiveis ou infectados. O desenvolvimento do quadro clinico é favorecido por alguns
fatores, como infec¢des concomitantes por parasitas, falta de sanidade e desmame. O virus pode
ser inativado pelo calor e por solventes lipidicos e, ainda, pode manter-se ativo por longos
periodos em temperaturas baixas (BRANDAO, LOVATO e SLHESSARENKO, 2012).

2.4 Rotavirus Canino (CRV)

2.4.1 Histoérico

O primeiro relato a respeito do rotavirus em animais foi feito por Mebus et al., (1969),
quando foi demonstrada a presenca do virus em amostras de fezes de bezerros. Posteriormente,
Woode, Jones e Bridger, em 1975, relataram a presenca deste virus em leitdes. A partir desses
achados, os rotavirus sdo frequentemente associados a um quadro clinico que envolve diarreia,
principalmente em cées jovens, além de varias outras espécies de mamiferos e aves (ESTES et
al., 1983; MUNIAPPA et al., 1987; DE CASTRO et al., 1988; KAPIKIAN e CHANOCK,
1990).

2.4.2 Caracterizacao e Classificacao

Os virus do género Rotavirus sdo considerados agentes etiolégicos das principais
doencas entéricas humanas e animais, incluindo cepas de origem bovina, equina, suina e canina
(KAPIKIAN, 1996). O genoma viral é composto por onze segmentos de RNA fita dupla, com
particulas virais de capsideo triplo, codificando seis proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4,
VP6, VP7), e de cinco a seis proteinas ndo estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5,
NSP6) (Figura 4) (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Conforme as diferencas antigénicas observadas na proteina VP6, 0s rotavirus sao
classificados em sete diferentes sorogrupos e cada um destes foi identificado pelas letras A ate
G (GREENBERG et al., 1983; ITURRIZA-GOMARRA et al., 2002). Os grupos A, B e C sdo
frequentemente encontrados tanto em humanos como em outros animais, enquanto que 0s
outros grupos referenciados com as letras D, E, F e G foram encontrados unicamente em
animais (ESTES e KAPIKIAN, 2007). Todavia, apenas os grupos A, B e C sdo considerados

importantes do ponto de vista epidemioldgico e clinico, visto que estdo normalmente
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envolvidos em surtos de diarreia e outras sintomatologias sugestivas de doenca entérica
(ALFIERI, 2012). Adicionalmente, existe outra classificacdo feita a partir das migracdes dos
segmentos do rotavirus na eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) (HERRING et al.,
1982), porém, como 0 virus pode apresentar alteracdes no seu genoma, tais como delecdes e
rearranjos, que poderiam alterar o padrdo migratdrio das proteinas segmentadas, este tipo de
classificacdo nao € considerada confiavel (MATSUI et al., 1990).

Outra forma de identificacdo do género Rotavirus, baseada na sequéncia de nucleotideos
das proteinas virais VP4 e VP7, permite a caracterizacdo dos virus em genotipos. Esta
classificacdo ja identificou cerca de 27 tipos de G (de acordo com a sequéncia de nucleotideos
da proteina VP7) e 37 tipos de P (de acordo com a sequéncia de nucleotideos da proteina VVP4)
(MATTHIJNSSENS et al., 2011a; ROTAVIRUS CLASSIFICATION WORKING GROUP,
2013).

10— [
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Figura 4. Padréo eletroforético representando os genes segmentados do rotavirus em gel de
poliacrilamida (esquerda). Ao centro, as migracGes dos segmentos mostram a codificacdo
protéica do virus. A direita, a imagem ilustra a estrutura de uma particula viral e sua
composicdo. A numeracdo de cada segmento esta de acordo com a migracao gendmica da cepa
Sall do Grupo A de rotavirus. Adaptado de: Alfieri, 2012.

O nome do virus foi adotado oficialmente no ano de 1979 (MATTHEWS, 1979), ap0s
sugestdo de T. H. Flewett (FLEWETT et al., 1974) e baseia-se na palavra latina "rota"”, devido
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a forma de roda das particulas virais durante a observa¢do no microscépio (CHATZOPOULOS
et al., 2013). Atualmente, os rotavirus estdo classificados dentro do género Rotavirus, sendo
este um dos quinze géneros que conformam a familia Reoviridae a qual é composta pelas sub-
familias Sedoreovirinae (géneros Cardoreovirus, Mimoreovirus, Orbivirus, Phytoreovirus,
Rotavirus, Seadornavirus) e Spinareovirinae (géneros Aquareovirus, Coltivirus, Cypovirus,
Dinovernavirus, Fijivirus Idnoreovirus, Mycoreovirus, Orthoreovirus, Orizavirus) (ESTES e
COHEN, 1989; ESTES, 1996; MATTHIINSSENS et al., 2012).

2.4.3 Epidemiologia e Patogenia

O Rotavirus canino é geralmente responsavel por formas subclinicas e leves de enterite,
associadas com anorexia, diarreia e vomitos, principalmente em filhotes jovens com mais de
duas semanas de idade (POLLOCK e CARMICHAEL, 1990). Existem poucos relatos sobre o
isolamento do CRV em cdes acometidos pela gastroenterite. Até 0 momento, trés cepas do virus
foram isoladas nos Estados Unidos (EUA), CU-1, A79-10 e K9 (FULTON, et al., 1981;
HOSHINO, et al., 1982, 1983), um isolado (RS15) foi reportado no Japdo (MOCHIZUKI e
HSUAN, 1984), na Italia as cepas RV198/95 e RV52/96 foram reportadas infectando cées
(MARTELLA et al., 2001) e em Taiwan a cepa 04-94 s51 mostrou ter uma estreita relagéo
genética com isolados italianos (WU et al., 2011). Todas as cepas virais isoladas foram
identificadas como cepas G3P[3] especificas (HOSHINO et al., 1984; NAKAGOMI et al.,
1989; GOUVEA et al., 1994 a, b; TANIGUCHI et al., 1994; MATELLA et al., 2001; DE
GRAZIA et al., 2007; WU et al., 2011). Assim, os dados sobre os tipos G e P entre as cepas de
rotavirus canino sdo baseadas em um numero limitado de isolados (quatro cepas) em apenas
quatro paises (EUA, Italia, Japdo, Taiwan).

No Brasil, estudos realizados por Lourenco et al., (1981) e Moosai et al., (1984)
revelaram a presenca das cepas de rotavirus humano 12C 1IW e 1112 I\VL circulando dentro das
populacdes de cdes. Estas amostras ndo mostraram nenhuma atividade para o sorotipo G, mas,
para o tipo P, as amostras foram caracterizadas no genétipo P[3]. Outro estudo confirmou a
presenca da cepa viral R2638 (G3P[3]) em uma crianga de um ano de idade durante um
levantamento epidemioldgico feito no estado de S&o Paulo (LUCHS et al., 2012).
Normalmente, este tipo de cepa viral se encontra causando surtos de infec¢do nas populagdes
caninas e felinas, sendo incomum sua detec¢cdo em humanos (DE GRAZIA et al., 2007).

As enfermidades agudas ocasionadas pelos rotavirus se caracterizam por serem severas

e, normalmente, acompanhadas de acidose, desequilibrio eletrolitico, diarreia e desidratagédo
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(KAPIKIAN et al., 2000). Quando animais jovens séo infectados, frequentemente desenvolvem
sintomatologia clinica, diferentemente dos adultos, nos quais a infeccdo costuma ser
assintomatica (POLLOCK e CARMICHAEL, 1998). Entretanto, os adultos podem desenvolver
a doenca se acometidos por infec¢des secundarias (MOCHIZUKI et al., 1986).

A infecgdo causada pelo virus acontece pela via fecal-oral e inicia-se com a ingestéo de
particulas virais presentes em alimentos, no ambiente ou na dgua (ALFIERI, 2012). Ap6s serem
ingeridas, as particulas penetram nas vilosidades intestinais talvez por endocitose mediada
pelos receptores celulares ou por penetracdo direta da membrana, replicando-se no citoplasma
do enterécitos, a qual é totalmente independente de estruturas e mecanismos nucleares
(LUDERT et al., 1987). A modulagdo da sintese dos RNA mensageiros (mMRNA) virais é
realizada através de complexos de transcricdo (CT) os quais sdo conformados: pela enzima viral
RNA polimerase RNA-dependente (RARp) e pelas proteinas estruturais um (VP1) e trés (VP3).

Estes CT encontram-se localizados na superficie interna do ndcleo (JAYARAM et al., 2004).

Apds os mRNASs virais serem transcritos, realizam duas funcdes basicas: atuar como
mensageiros para a tradugdo das proteinas virais e atuar como molde para a sintese da fita dupla
do RNA (dsRNA) que posteriormente irdo constituir o genoma da progénie viral (SILVESTRI
et al., 2004). Este virus apresenta um tipo de transcricdo assimétrica, suas fitas de polaridade
positiva utilizam como molde as fitas negativas do RNA genémico para sua transcricdo e
sintetizacdo. Com a sintese protéica, formam-se inclusbes citoplasmaticas conhecidas como
viroplasmas (FABBRETTI et al., 1999), compostos por proteinas virais estruturais (VP1, VP2)
e ndo estruturais (NSP2, NSP5) (CRIGLAR et al., 2014). Sugere-se que dentro do viroplasma
ocorra o processo replicativo do genoma e a formacdo de particulas virais com capsideo duplo,
que sdo constituidas pelos segmentos VP2 e VP6 (TRASK e DORMITZER, 2006;
DESSELBERGER et al., 2013). N&o obstante, algumas proteinas virais, como VP7 e a proteina
ndo estrutural 4 (NSP4), tém a sua sintese nos ribossomos que estdo associados ao reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) (TAYLOR et al., 1996). Além disso, existe uma traducéo do
MRNA realizada fora do viroplasma, correspondente as proteinas nao estruturais NSP1 e NSP3.
Estas sdo integradas ao citoesqueleto celular e difundidas pelo citoplasma (MONTERO et al.,
2006; HARB et al., 2008; RUBIO et al., 2013). Apos, as particulas virais migram para 0 RER
onde sdo temporariamente cobertas por uma bicamada lipidica que, posteriormente, sera
removida pela proteina NSP 4. Em seguida, as proteinas VP7 e VP4 sdo anexadas para compor
a particula viral madura (ESTES e GREENBERG, 2013). Visualizagdes por microscopia
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eletronica apontam que, ao final do ciclo replicativo, a liberacdo das particulas virais ocorre por
lise celular (MCNULTY et al., 1976).

2.4.4 Manifestacdes Clinicas e Lesbes

A diarreia decorrente da infeccdo pelo rotavirus ocorre por mé absorcéo intestinal. Na
maioria dos casos, ¢ denominada de “curso branco”, ja que as fezes diarreicas normalmente
apresentam leite ndo digerido. Isso ocorre devido a auséncia de lactose nas vilosidades
intestinais. Sem a digestdo do leite, o processo de fermentagdo bacteriana aumenta, e a pressao
osmatica no intestino se eleva, levando a uma intensificagdo da diarreia. Outros sinais clinicos,
as vezes inespecificos, gerados pelo rotavirus, sdo: vomito, desidratacdo, acidose metabolica,
anorexia e depressdo. Normalmente a recuperacdo ocorre entre trés e quatro dias, mas alguns
caes podem vir a Obito devido a desidratacdo ou co-infeccdo (CONNER E DARLIGTON,
1980).

A infeccdo causada pelo CRV infecta principalmente enterdcitos maduros na parte
superior das vilosidades do intestino delgado em espécies de mamiferos, onde vacuolizagdes e
perda do epitélio sdo observadas, seguido por hiperplasia das criptas (BLUTT et al., 2003). O
virus pode replicar no figado, sistema biliar e pancreas e pode estar associado com atresia biliar
e pancreatite (GILGER et al., 1992; FENG et al., 2008). Posteriormente, as particulas virais
recém produzidas comecam infectar outros enterécitos, promovendo a disseminacdo da doenca
no soro e outros locais do corpo do hospedeiro (BLUTT e CONNER, 2007).

2.4.5 Diagnostico

A principal metodologia diagndstica era considerada a microscopia eletronica (BARTH
et al., 1984), devido a sua alta eficiéncia na deteccdo deste virus e por ndo utilizar soros
hiperimunes. Porém, a técnica ndo era recomendada quando o nimero de amostras fosse
elevado. Métodos de diagnostico como IF, RIA, fixa¢do do complemento, HA (FAUVEL et al.,
1978) e testes imunoenzimaticos como ELISA (FLEWETT et al., 1989), tém sido padronizados
e tornaram-se altamente difundidos para detectar a presenca do rotavirus em diferentes especies,
devido a sua facilidade de execucéo, baixo custo e a rapidez com que se obtém os resultados
(ALFIERI, 2012).

Métodos moleculares, como a RT-PCR (GOUVEA et al., 1990) sdo utilizados para a

genotipagem e caracterizacdo das cepas de rotavirus, através da deteccao de acidos nucléicos.



35

Estes métodos sdo altamente especificos e sensiveis, promovendo, desta maneira, a
identificacdo das cepas dos grupos A, B e C do rotavirus. A técnica de RT-PCR multiplex
(ROHAYEM et al., 2004; LIU et al., 2011) permite a identificacdo de varios patdgenos
simultaneamente e a diferenciacdo dos genotipos do rotavirus, além de identificar associacdes
de gendtipos feitas por recombinacao heteréloga e de ajudar a detectar co-infecgdes a partir das
amostras de fezes diarreicas (ALFIERI, 2012).

2.4.6 Prevencéo e Controle

Na prevencdo da doenca, recomenda-se a ingestdo de colostro de alta qualidade, pois,
caso a mde seja imunizada, ele ird conter anticorpos que conferirdo prote¢do imunoldgica ao
filhote. Devido a isto, 0 uso de vacinas inativadas em fémeas gestantes também é recomendado,
pois ajuda a elevar os titulos de anticorpos que serdo transmitidos aos filhotes via colostro
(HOMEM etal., 1999; MARTELLA etal., 2010). Atualmente, a obtencéo de vacinas eficientes
é laboriosa, devido as variabilidades moleculares e antigénicas caracteristicas do virus e a sua
complexidade genémica, a qual estd expressa em varios grupos sorolégicos e diversos sorotipos
circulantes. Isto faz com que seja essencial o conhecimento das cepas circulantes e sua
distribuicdo geografica (OFFIT et al.,1986a, 1986b; OFFIT, 1994; FRANCO et al., 2006;
DESSELBERGER e HUPPERTZ, 2011).

Entre as medidas gerais de profilaxia adotadas contra a infeccdo por CRV estdo o
isolamento dos animais infectados, com o objetivo de reduzir a transmissao do virus aos animais
suscetiveis e a desinfeccdo de instalacbes como hospitais veterinarios e canis, devido a
constante circulacao de cdes e gatos. O uso de luvas € altamente recomendado na hora de tratar
e manipular animais infectados. Também recomenda-se desinfetar periodicamente vestuarios,

calcados, ferramentas de trabalho e superficies contaminadas (COOK et al., 2004).

2.5 Virus da Cinomose (CDV)

2.5.1 Historico

A cinomose é uma doenca viral antiga e bem caracterizada que vem afetando cées e outros
carnivoros durante séculos. O agente viral causador desta doenca foi identificado,
primeiramente, em cdes no inicio do século XX. Posteriormente, o virus foi observado
infectando outras espécies e novos hospedeiros seguem sendo identificados até hoje (CARRE,
1905; DUNKIN e LAIDLAW, 1926; ARMSTRONG e ANTHONY, 1942; CABASSO et al.,
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1956; HARDER e OSTERHAUS, 1997). Apesar de haver maltiplas estratégias de vacinacdo
para o0 seu controle, a cinomose persiste como uma doenga viral importante em cées, sendo a
causadora das maiores taxas de mortalidade nestes animais (SUMMERS e APPLE, 1994;
AMUDE et al., 2007).

2.5.2 Caracterizacao e Classificacao

O virus da cinomose (CDV) é um virus envelopado, pleomérfico, relativamente grande,
com um diametro que varia de 150 a 250 nm (PRINGLE, 1999). O genoma viral consiste de
uma fita de RNA de polaridade negativa, ndo segmentada, com 16.000 a 20.000 bases de
extensdo (DIALLO, 1990). Ele possui seis genes que codificam oito proteinas virais: duas ndo
estruturais (C, V) e seis estruturais: a proteina do nucleocapsideo (NC), a fosfoproteina (P), a
proteina da matriz (M), a proteina de fusdo (F), a hemaglutinina (H) e a grande proteina (L)
(Figura 5). Além disso, 0 gene P gera trés proteinas diferentes devido a presenca de fases de
leitura sobrepostas. Das seis proteinas estruturais, trés delas fazem parte do nucleocapsideo (a
proteina NC, a P e a L), e as outras trés encontram-se associadas a membrana (a proteina da
matriz, a proteina de fusdo e a hemaglutinina) (RIMA, 1983; MACLACHLAN, DUBOVI,
2011).

Bicamada
Lipidica

? Hemaglutinina (HN,H,G) O Grande Proteina (L)

' Fusédo (F) ° Fosfoproteina (P)

@ Matrix (M) , Nucleocapsideo (N)

Figura 5. Organizacdo estrutural das particulas virais e do genoma de um virus do género
Morbilivirus. Adaptado de: Najjar e Schmitt (2014).
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De acordo com a ultima classificagdo do ICTV, o virus da cinomose encontrasse
agrupado em sete géneros da familia Paramyxoviridae, os quais sdo: Aquaparamyxovirus,
Avulavirus, Ferlavirus, Henipavirus, Morbillivirus, Respirovirus, Rubulavirus. O CDV
pertence ao género Morbillivirus, onde esta incluido na espécie canine distemper virus,
conjuntamente com o Cetacean morbillivirus (morbilivirus dos cetaceos), Measles virus (virus
do sarampo), Peste-des-petits-ruminants virus (virus da peste dos pequenos ruminantes),
Phocine distemper virus (virus da cinomose focina) e Rinderpest virus (virus da peste bovina)
(VAN REGENMORTEL et al., 2000; KING et al., 2011).

2.5.3  Epidemiologia e Patogenia

A principal via de transmissdo do CDV é pelo contato direto com secre¢des nasais, orais,
urina e exsudatos conjuntivais de animais infectados. Outros meios de disseminagéo viral como
aerossois, fomites e ambientes nosocomiais tém sido descritos com certa frequéncia. Apesar de
ndo ser resistente ao ambiente externo, o virus consegue sobreviver em temperaturas entre 5°C-
25°C durante dois até quatorze dias. Os animais excretam o virus nos fluidos corporais por um
periodo de 60 a 90 dias ap06s a infeccdo (APPLE e GILLESPIE, 1972; APPLE, 1987).

A cinomose é uma doenca de distribuicdo mundial, a qual é conhecida por causar
infeccBes em outras espécies de carnivoros que integram a Familia Canidae, e em varios
membros das Familias Procyonidae, Mustelidae, Hyaenidae, Ursidae, Viverridae e Felidae
(SUMMERS e APPEL, 1994; OSTERHAUS et al., 1995). Estas espécies geralmente sdo
consideradas as mais susceptiveis a sofrer infeccdo pelo CDV (APPEL, 1987). No entanto, 0
principal reservatorio para o CDV é o cdo doméstico, o qual representa a principal fonte de
infeccdo para carnivoros selvagens (VAN MOLL et al., 1995). A cinomose atinge cdes de
qualquer idade, raca e sexo (TIPOLD, VANDEVELDE, JAGGY, 1992), sendo que filhotes
entre trés e seis meses de idade sdo os mais afetados pela infecgéo, apds perderem anticorpos
maternais (CHAPPUIS, 1995; HEADLEY e GRACA, 2000; GREENE e APPLE, 2006).

Estudos epidemiolégicos do CDV tem sido descritos em paises como india (ALEX et al.,
1994), Dinamarca (BLIXENKRONE-M@ELLER et al., 1993), Finlandia (EK-KOMMONEN
etal., 1997) e Estados Unidos (GUO et al., 1986; JOHNSON et al., 1995). Nestes estudos foram
realizados metodos de avaliagdo que envolvem: inquéritos sorolégicos de anticorpos
neutralizantes (GUO et al., 1986), levantamentos de vigilancia (JOHNSON et al., 1995) e
avaliacdo de antigenos e anticorpos (BLIXENKRONE-M@ELLER et al., 1993; EK-
KOMMONEN et al., 1997).



38

No Brasil, estudos epidemioldgicos e de prevaléncia sugerem que a cinomose € uma
doenca endémica dentro das populacbes caninas urbanas (GOUVEIA, MAGALHAES e
RIBEIRO, 1987). Um estudo realizado por Budaszewski et al., (2014), por RT-PCR em
amostras de fezes oriundas de varias regides do pais, revelam uma taxa de deteccdo positiva
para o CDV de 25,1%, de amostras positivas. Nas cidades de Belo Horizonte/MG e Belém/PA
o indice de prevaléncia do CDV é de 6.1% (GOUVEIA, MAGALHAES e RIBEIRO, 1987) e
30% (GUEDES et al., 2010), respectivamente. Estudos de prevaléncia realizados no estado do
Rio Grande do Sul, revelam indices de prevaléncia para o CDV de 7.1% em Porto Alegre
(SONNE et al., 2009), 27,3%, em Santa Maria (DEZENGRINI; WEIBLEN; FLORES, 2007)
e 58,3% em Pelotas (HASS et al., 2008).

Alguns cées infectados ndo desenvolvem a forma clinica da infeccdo, independente da
patogenicidade do virus. A manifestacdo das diferentes formas clinicas da doenca esta
associada com fatores inerentes ao hospedeiro, como idade, condi¢do imunoldgica e infeccbes
secundarias (APPLE, 1987; DEEM et al., 2000). No momento em que o cdo entra em contato
com as particulas virais, 0 CDV comeca se replicar macréfagos dentro das vias linfaticas,
amigdalas e ganglios linfaticos bronquiais, iniciando, desta forma, uma viremia primaria
(primeiro pico de febre) no hospedeiro. Entre os dias dois e quatro pds—infecgdo, células
mononucleares infectadas com CDV podem ser encontradas em diferentes 6rgéos linfoides. No
sexto dia, o virus prolifera-se amplamente no bago, nos linfonodos mesentéricos, nas células de
Kupfer do figado, na lamina propria do estdmago e do intestino delgado (APPLE, 1987;
MACLACHLAN e DUBOVI, 2011).

No oitavo e nono dia pds-infeccdo, o virus pode disseminar-se através do sangue para
os tecidos epiteliais do sistema nervoso central. Entre o0 décimo e o décimo quarto dia pds-
infeccdo, a maioria dos cdes desenvolve uma resposta imune celular e humoral eficaz, sem
manifestar sinais clinicos da doenca. Animais infectados que ndo conseguem montar uma
resposta eficiente acabam por apresentar quadro clinico em diferentes niveis de gravidade, em
até trés semanas apoés a infeccdo. Neste estagio, o virus é carreado por linfocitos e monadcitos,
produzindo a viremia secundaria (segundo pico de febre) e acaba se disseminando para a pele
e para os tratos digestivo, respiratdrio, urogenital e sistema nervoso (APPLE, 1987; GREENE
e APPLE, 1990).

A entrada do CDV no sistema nervoso central (SNC) ocorre através das células
mononucleares, as quais carregam e disseminam o virus por diferentes vias: através da barreira
hematoencefalica, pelo fluido cefalorraquidiano e/ou pelo epéndima dos ventriculos (HIGGINS

et al., 1982). A grande variedade de sinais neurologicos ocasionados pela cinomose esta
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relacionada com as lesdes multifocais no SNC. O virus afeta preferencialmente a substancia
branca do cerebelo, ao redor do quarto ventriculo, a medula 6ssea e a via Optica. Geralmente, a
desmielinizacdo é a lesdo predominante, decorrente da replicacdo viral na substancia branca
(SUMMERS e GREISEN, 1979). No entanto, estudos demonstram que, inicialmente, a
infecgdo pelo CDV promove uma disfungdo metabdlica nas células produtoras da mielina.
Parece, portanto, que durante a evolugdo clinica da doenca, as lesGes sdo decorrentes do
processo inflamatdrio, com a destruicdo dessas celulas por macrofagos e por anticorpos
(BOLLO et al., 1986).

2.5.4 ManifestacGes Clinicas e LesGes

Cées infectados por cinomose desenvolvem sinais de anorexia, vomito, diarreia,
bronquite, pneumonia intersticial, descargas nasais mucopurulentas, conjuntivite purulenta e
depressdo (MURPHY et al., 1999; MACLACHLAN e DUVOTI, 2011). Lesdes observadas em
filhotes acometidos pelo CDV incluem pulmdes colapsados, edemaciados e avermelhados
(LOPEZ, 2007), atrofia parcial ou completa do timo (APPEL, 1987) e enterite catarral ou
hemorragica (LAN et al., 2006). No sistema nervoso central (SNC), observa-se desmielizagéo,
necrose neuronal, gliose, meningoencefalomielite ndo supurativa (MACLACHLAN E
DUBOVI, 2011) e no encéfalo, a desmielizagéo é a lesdo mais significativa (VANDEVELDE
e ZURBRIGEN, 2005).

Outra leséo caracteristica € a formacdo de corpusculos de inclusdo com presenca de
eosindfilos, os quais se formam em locais onde a replicacdo viral ocorreu. Estes corpusculos
sdo caracteristicos da infec¢do por CDV (FLORES, 2012) e estdo presentes no epitélio celular
da pele, trato intestinal, brénquios, trato urinario, vias biliares, glandulas salivares, glandulas
renais, SNC, ganglios linfaticos e baco (GREENE e APPLE, 2006; PANDHER et al., 2006).

Cées com resposta imune humoral e celular eficiente podem se recuperar
satisfatoriamente da infeccdo. No entanto, pacientes com resposta imune deficientes podem vir
a obito na forma aguda da infeccdo e podem se tornar persistentemente infectados (APPLE,
1987). Formas cronicas da doenca sdo desenvolvidas devido a uma resposta imune insuficiente,
a qual ndo consegue controlar a propagacdo do virus no hospedeiro (MACLACHLAN E
DUBOVI, 2011).
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2.5.5 Diagnéstico

O diagndstico clinico é realizado com base no exame fisico e na anamnese. As vezes é
inconclusivo (AMUDE et al., 2007), mas existem testes especificos que podem ser usados para
o diagndstico da doenca. Cées que se recuperam da infeccdo sdo provavelmente imunes por
toda sua vida e resistem & exposi¢do ao virus, mesmo ap0os anos sem estimulos antigénicos
(MARTINS et al., 2009).

A inflamacéo causada pela infeccdo no sistema nervoso central (SNC) normalmente é
dificil de diagnosticar. Aproximadamente um terco das provas realizadas em animais vivos tem
resultado como ndo diagnosticados. No entanto, testes realizados com o liquor de cées
infectados com CDV, normalmente, geram oOtimos resultados para o diagnostico da doenca
(ABATE et al., 1998; DUIGNAN et al., 1995).

Dentre os testes para se identificar a presencga do virus é possivel citar o histopatoldgico
(HEADLEY e GRACA, 2000; YU et al., 2001; SILVA et al., 2007), a soroneutralizagéo
(DEZENGRINI, 2006; HARTMANN et al., 2007), a imunohistoquimica (VAN DE BILT et
al., 2002; LIANG et al., 2007) e 0 ELISA (BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993). Exames
hematoldgicos também podem ser realizados e normalmente revelam linfopenia durante a fase
inicial da infeccdo (TILLEY e SMITH, 2008), que em alguns casos, vem acompanhada de
leucopenia, anemia, monocitose e trombocitopenia (GREEN e APPEL, 2006). Alteragdes
soroldgicas e inclus@es virais sdo demostradas através da técnica de imunofluorescéncia (EK-
KOMMONEN et al., 1997), sendo normalmente 0 meio mais préatico e util para confirmar a
presenca do CDV (LEISEWITZ et al., 2001).

O isolamento viral a partir de cultura celular (APPEL et al., 1992; AMUDE et al., 2007)
pode ser realizado a partir de amostras como suabe conjuntival e fragmentos de baco ou pulméo
(ARNS et al., 2012). O virus replica em linhagens celulares Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK), células verdes de rim de macaco (VERO) e fibroblastos de embriéo de galinha, sendo
que a principal caracteristica observada no efeito citopatico ¢ a formacdo de sincicios
(MACLACHLAN e DUBOVI, 2011).

Atualmente, testes moleculares encontram-se disponiveis para detectar e confirmar a
infeccdo. Métodos como a RT-PCR (HARDER et al., 1995; FRISK et al., 1999; HASHIMOTO
et al., 2001; AMUDE et al., 2007; SAITO et al., 2006; NEGRAO et al., 2007; CASTILHO et
al., 2007; AN et al., 2008) e RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) (ELIA et al., 2006; WILKES
et al., 2014) sdo altamente sensiveis e especificos para detectar acidos nucleicos virais em
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amostras de sangue, soro, fezes e liquor (SHIN et al., 1995; GRONE et al., 1998; FRISK et al.,
1999).

Prevencéo e Controle

A ferramenta mais utilizada para controlar e prevenir a cinomose € a vacinagdo com cepas
atenuadas, seja em formulacdo monovalente ou polivalente (CHAPPUIS, 1995). A utilizacao
de vacinas vivas modificadas contra CDV (ML-CDV) foi implementada nos anos 50, com uma
alta disponibilidade e um alto uso, estas vacinas conseguiram reduzir drasticamente o impacto
do virus na populacéo canina (HARDER e OSTERHAUS, 1997). Desde entdo, estdo sendo
utilizadas as mesmas cepas vacinais e varios estudos epidemioldgicos revelaram um aumento
na incidéncia da infeccdo causada pelo CDV tanto em cées vacinados como em nédo vacinados
(BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993; EK-KOMMONEN et al., 1997; HAAS et al., 1997,
JOZWIK e FRYMUS, 2002; CALDERON et al., 2007; SIMON-MARTINEZ et al., 2008). E
recomendavel fazer a primeira vacinacdo aos dois meses de idade, com refor¢o mensal durante
trés meses e revacinar a cada ano (GILLESPIE et al., 1958; CORNWELL e THOMPSON,
1982; SCHULTZ, 1998).

Para haver um prognostico favoravel, € preciso que o0 paciente gere uma resposta imune
humoral, ja que animais com titulos de anticorpos entre 16 e 64 costumam estar protegidos
contra a doenca aguda. Se os titulos de anticorpos estiverem abaixo de 16, 0s cdes ndo tém a
protecdo necessaria (ARNS, 2012). O declinio da imunidade passiva normalmente acontece
entre a oitava e décima quarta semana de vida dos filhotes e isto os deixa vulneraveis a doenca,
levando o paciente a reinfeccdo (MACLACHLAN e DUBOVI, 2011).

Quanto as suas caracteristicas fisico-quimicas, sabe-se que o envelope do virion possui
hemaglutininas, € sensivel ao éter e aos solventes lipidicos, instavel a pH menor que 4,5 e é
inativado pelo calor em 1 hora a 55°C e em 30 minutos a 60°C. Os virions permanecem viaveis
a temperatura de 20°C por uma hora, nos exsudatos por 20 minutos, entre 0-4°C por varias
semanas e liofilizados ou a -76°C por sete anos ou mais (GORHAM, 1960; APPEL e
GILLESPIE, 1972). Segundo Greene (1984), o virion ¢ inativado com formol a 0,5% em quatro
horas, com fenol a 0,75% em dez minutos e com desinfetantes a base de amonia quaternaria a
0,3% em dez minutos. Embora o virion seja susceptivel a radiagdo ultravioleta, as lampadas
germicidas tém pouca efetividade no controle da cinomose em hospitais veterinarios e canis
(MACLACHLAN e DUBOVI, 2011).
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Adicionalmente, a desinfeccdo de instalagbes como hospitais veterinérios, canis e

ambientes residenciais é de alta importancia para prevenir a propagacao da infeccdo em estes
locais (MACLACHLAN E DUBOVI, 2011). A implementacdo de medidas de seguranca por

parte de pessoas envolvidas no tratamento e manipulacédo de cées infectados é fundamental, ja

que isto ajuda reduzir a transmissao da doenca na populacgdo canina (ARNS, 2012).

2.6 Imunidade

Filhotes de todas as espécies sdo dependentes da imunidade passivamente adquirida
através do colostro. Assim, recém-nascidos normalmente estdo em maior risco de
desenvolver doencas, e uma vez desenvolvida, estas podem chegar a ser mais severas
durante as primeiras semanas ou meses de vida, sendo diferente em filhotes mais velhos, ja
que eles sdo animais imunologicamente competentes. No entanto, a idade ndo sé afeta a
qualidade da resposta imunitaria em animais jovens, mas também tem um impacto sobre a
funcdo imunoldgica em animais muito velhos (SCHULTZ, 1984; SCHULTZ e CONKLIN,
1998; CAMPBELL et al., 2004; HOGENESCH et al., 2004; BLOUNT et al., 2005;
GREELEY etal., 2006; DAY, 2007).

A duracdo da imunidade apds a vacinacdo ou infeccdo natural é dependente de dois
mecanismos principais: (1) a persisténcia da estimulacdo da memoria nas células B e T no
momento da vacinacdo / infec¢éo e (2) a persisténcia das células plasmaticas de longo prazo
ou de memoria efetoras B, que continuam produzindo anticorpo por anos apos a estimulacao
imunologica inicial (SCHULTZ, 1998, 1999ab; SCHULTZ e CONKLIN, 1998;
RIMMELZWAAN e OSTERHAUS, 1997; JANEWAY et al., 2001). Tal resposta imune
anti-viral, muitas vezes resulta no desenvolvimento de imunidade estéril e a duracdo desta
imunidade é frequentemente duradoura. Em contraste, a imunidade adaptativa contra
bacterias, fungos ou parasitas € desenvolvida mais lentamente e sua duragdo € normalmente
curta comparada com a maioria das infec¢@es virais sistémicas (SCHULTZ et al., 2006).

Um estudo realizado em ambientes livres de CDV e CPV-2, conseguiram manter os
cées sem infeccdo durante nove anos, assim, a duragdo minima imunoldgica definida por
persisténcia de anticorpos foi estabelecida por este mesmo periodo para CDV, CAdV-1 e
CPV -2 (LARSON e SCHULTZ, 2007), sugerindo que a presenca de estimulacdo
antigénica continua pode ndo ser necessaria para a persisténcia da memdria imunoldgica ou
de anticorpos séricos (SCHULTZ e CONKLIN, 1998; SCHULTZ, 1998, 2006). Deste
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modo, fica demonstrado que a imunidade para CDV, CPV-2 e CAdV-1 persiste durante
toda a vida ap0s a vacinacao, assemelhando-se a persisténcia de imunidade ap6s infeccdo
natural (SCHULTZ, 2006). Outro estudo realizado com CCoV mostrou que apenas uma
vacina experimental de virus vivo modificado administrada por via oronasal foi capaz de
induzir uma protecdo completa contra a doenga, deixando em duvida a protecdo gerada
através da imunidade induzida e a eficécia das vacinas utilizadas atualmente contra este tipo
de virus (PRATELLI et al., 2004).

3. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GERAL

Verificar os tipos de virus presentes em amostras de fezes de cées no Brasil.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estabelecer um protocolo de PCR para a identificagdo de agentes virais DNA
(parvovirus e adenovirus) em amostras de fezes caninas de diferentes locais no
Brasil.

o Estabelecer um protocolo de PCR e RT — PCR para a identificacdo de agentes virais
RNA (o virus da cinomose, coronavirus e rotavirus) em amostras de fezes caninas
de diferentes locais no Brasil.

o Obter a frequéncia de infeccBes viricas por CAdV-1, CcoV, CDV, CPV-2 e CRV
no sistema digestivo de caninos.

e Correlacionar analisar os resultados com idade, estado clinico e esquema de

vacinacao.
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Abstract

The knowledge about the epidemiology of canine enteric viruses is essential to the development
of measures to control its spread. In the present study, stool samples from 325 dogs were
analyzed by polymerase chain reaction (PCR) for carnivore protoparvovirus 1 type-2 (CPV-
2), canine distemper virus (CDV), canine mastadenovirus A type 1 (CAdV-1), canine rotavirus
(CRV) and canine coronavirus (CCoV). The agents most frequently detected in either diarrheic
or non-diarrheic dog faeces were CPV-2 (30.7%), CDV (25.1%) and CCoV (16.8%), followed
by CRV (4.6%) and CAdV-1 (2.7%). Co-infections were mainly observed between CPV-2 and
CDV, with 31 (9.5%) positive samples for both viruses. CPV-2 was also the pathogen most
frequently found in animals with enteric symptoms. This findings are concerning and may
reflect the low vaccine coverage and the need for improved prophylactic measures for the

canine population in Brazil.

Keywords

Canine; dog; distemper; parvovirus; gastroenteric; epidemiology.

1. Introduction
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Over the past few years, efforts have been made towards a better understanding of the
health status of dog populations, particularly regarding viral infections. Currently, the density
of domestic animals in urban areas is higher than in recent past, enabling those animals to act

as reservoirs of diseases and to transmit to wildlife populations.

Viruses that cause enteric illness in dogs are an important cause of mortality in non-
protected populations. Among those, canine distemper caused by canine distemper virus (CDV)
is a highly contagious disease responsible for cutaneous, gastrointestinal, respiratory, and/or
neurological manifestations in a wide range of carnivore hosts (Greene and Vandevelde, 2012).
Canine parvovirus infection, caused by carnivore protoparvovirus 1 type-2 (CPV-2), is
responsible for severe hemorrhagic gastroenteritis and myocarditis in dogs (Truyen, 2006).
Canine Mastadenovirus type-1 (CAdV-1) is the agent of infectious canine hepatitis that
includes signs such as vomiting and diarrhea (Decaro et al., 2008). Canine coronavirus (CCoV)
causes a mild to moderate enteritis in dogs and its infection is characterized by enteric signs
that result in high morbidity and low mortality. In recent years, an increasing number of reports
of infections by highly virulent CCoV have been documented, mostly based on the called
“pantropic” CCoV (or type Ila). This genotype cause fatal multi-systemic illness, with various
clinical signs as high fever, hemorrhagic gastroenteritis, neurological disorders, and
lymphopenia (Licitra et al., 2014). Finally, canine rotavirus (CRV) is a highly contagious
enteric pathogen that, recently, acquired importance for the possibility to cross the species

barriers and infect humans (Luchs et al., 2012).

Since no effective drugs against these agents are available, vaccination is the main
method of protection and prevention of the spread of these viruses in the dog population
(Truyen, 2006; Decaro et al., 2008). Despite that the occurrence of these viruses was
significantly reduced in domestic dog populations from developed countries due to vaccination,

in Brazil most of these diseases are endemic and still a major cause of mortality. This is
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probably a result of the large dog population and low vaccine coverage in the country (Gizzi et
al., 2014). The aim of this study was to detect the main species of virus (CPV-2, CAdV-1, CRV,

CCoV and CDV) that infect dogs with and without clinical signs of diarrhea in Brazil.

2. Material and methods

2. 1. Samples

A total of 325 faecal samples from dogs were collected between 2008-2014 in
veterinary clinics and veterinary hospitals. These samples originally came from eight Federal
States of Brazil (Rio Grande do Sul, Parand, Santa Catarina, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato
Grosso do Sul, Rondonia, Acre). The age of the animals ranged from puppies < 1 year old) to
adult dogs (> 1 year old), including some samples from dogs of unknown age (supplementary
Table 1). The clinical signs were recorded during the clinical examination performed by
veterinarians in the time of sampling. Animals not presenting gastroenteric signs were classified
as presenting other signs or asymptomatic, however no clinical data of the dogs after sampling

was available.

Samples were diluted to 20% (w/v) in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) and
stored at —80°C for further analysis. The commercial vaccine Recombitek® (Merial, USA),
RotaTeq (MSD, USA) and Vanguard Plus ® (Pfizer, USA) were used as positive controls and

ultrapure water as negative control.

2.2 DNA/RNA extraction and reverse transcription
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DNA was extracted from the supernatant using a commercial kit (Simbios
Biotecnologia, Brazil) based on guanidine isothiocyanate and silica (Boom et al., 1990). RNA
was obtained from the supernatant using TRIzol® LS Reagent (Life Technologies, USA),
according to the manufacturer’s instructions. The cDNA was synthesized with SuperScript®III
Reverse Transcriptase Kit (Life Technologies, USA) using the reverse primers in a total volume

of 20 uL following the manufacturer’s recommendations.

2.3 Polimerase chain reation

For the detection of CPV-2, CCoV, CRV and CAdV-1, the amplification of cDNA or
DNA by PCR was conducted in a total volume of 25 pL containing 1 x PCR buffer, 50 mM of
MgClz, 2.5 mM of dNTP mix, 20 pmol/uL of each primer pair and 1 unit of Tag DNA
Polymerase (Ludwig Biotecnologia, Brazil). For CDV detection, one-step RT-PCR for the
amplification of a fragment of the N gene was performed followed by nested PCR to amplify
an internal fragment. The primer pairs used, the target genes and the literature reference used
for detection of CDV, CPV-2, CCoV, CRV and CAdV-1 are described in Table 1. The PCR
products were electrophoresed in 2% agarose gels visualized under UV light and compared

with a 100 bp molecular weight ladder (Ludwig Biotecnologia, Brazil).

3. Results

Enteric viruses were identified in 184 out of the 325 samples (56.6%) (diarrheic or not),
being 68 of them (68/184, 36.9%) positive for more than one viral agent. Single infections were
observed in the majority of the positive samples (116/325, 35.7%), with CPV-2 being the most
commonly detected virus (100/325, 30.7%), followed by CDV (83/325, 25.5%), CCoV
(56/325, 17.2%), CRV (15/325, 4.6%) and CAdV-1 (9/325, 2.7%) (Table 2). Infections with

two or more viruses were observed in 68/325 samples (20.9%). Among the co-infected samples,
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dual infections were most predominant (59/325, 18.1%), although triple (7/325, 2.1%) and
quadruple infections (2/325, 0.6%) were also found. The most predominant viruses involved in
co-infections were CDV and CPV-2, with 50/325 (15.4%) and 49/325 (15.0%), respectively,
followed by CCoV (33/325, 10.1%), CRV (10/325, 3.0%) and CAdV-1 (5/325, 1.5%). The
most frequently found association was CDV and CPV-2 with 31/325 positive samples (9.5%)

(Table 2).

Regarding the clinical status of the dogs which samples were positive for virus
RNA/DNA, 50/92 (54.3%) displayed clinical signs suggestive of enteric illness the time of
sampling, 5/92 (5.4%) displayed other clinical signs and 37/92 (40.2%) were asymptomatic.
The virus detection compared with the animal clinical status showed that CCoV was
predominant in samples from asymptomatic dogs (20/37, 54%), followed by CDV (18/37,
48.6%), CPV-2 (10/37, 27%), CRV (1/37, 2.7%) and CAdV-1 (1/37, 2.7%). In counterpart,
CPV-2 was the most observed virus in animals presenting enteric disorders (35/50, 70%)
followed by CDV (27/50, 50%), CCoV (11/50, 22%) and CRV (2/50, 4%). No animal

displaying enteric signs was positive for CAdV-1 (Figure 1).

Among the positive samples, a higher detection rate was observed in dogs from around
60 days-old and around 90 days-old, with 30/117 (25.6%), 25.6% (30/117) and 25/117 (21.4%),
respectively (Figure 2). In regard of the vaccination status, only five of the positive dogs (5/57,
8.8%) had received more than one dose of vaccine, nineteen (33.3%) had an incomplete
protocol and 33 were unvaccinated (57.9%). In those positive five samples with complete
vaccination schemes, CPV-2 was detected in all samples (100%) and CRV in only one (20%)
(Figure 3). Including incomplete protocols, CPV-2 was the most detected virus 18/24 (75%),

followed by CCoV (12/24, 50%), CDV (7/24, 29.1%) and CRV (1/24, 4.1%).
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It is important to considerer that for the sampled animals, data about age, clinical and
vaccination status was not available for 208/325, 168/325 and 200/325 of the samples,

respectively.

4. Discussion

This study describes for the first time, the shedding of five common enteric canine
viruses, CPV-2, CDV, CCoV, CRV and CAdV-1 in Brazil. Our results suggest that puppies
about two months old are the most susceptible, which increase the importance of the complete
vaccination protocol and the prophylactic measures. The results agree with previous studies of
morbillivirus and parvovirus in Brazil, observing a positive detection rate around 30% to CPV-
2 (Pinto et al., 2012) and 10-40% for CDV (Budaszewski et al., 2014; Gizzi et al., 2014). This
high detection rate for both CPV-2 and CDV, irrespective of the sampled geographical region,

suggest that these two viruses are predominant and widespread in Brazil.

The high prevalence of CDV could be due to several factors: high number of stray and
non-vaccinated dogs; low temperature-stability of the virus affecting vaccine efficiency; large
number of wild-life animals susceptible to CDV-infection and acting as reservoirs, possibly in
close contact with domiciliated dogs; and the higher amino acid dissimilarity of southern
brazilian strains when compared with the vaccine lineage (America 1) (Negrdo et al., 2013;

Budaszewski et al., 2014).

For CPV-2, viral transmission and spread can occur easily, without direct contact
between animals. The virus is shed at high titers in faeces and the excretion period may last
longer, allowing a higher opportunity for contact between the virus and the new hosts. Even
though most of the positive dogs showed signs of diarrhea, recovered animals may also serve

as asymptomatic reservoirs and shed virus periodically, contributing for the persistence and
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continuous circulation of CPV-2 in the environment. Furthermore, CPV-2 vaccines consist of
live attenuated virus (CPV-2 and CPV-2b) and protection against novel CPV-2 strains is still
controversial (Truyen, 2006). In Brazil, studies demonstrated that CPV-2c recently emerged
and is now the main type circulating in the last years, affecting puppies either with or without
a complete vaccination protocol (Streck et al., 2009; Pinto et al., 2012). An incomplete vaccine
protection could explain how CPV-2 was observed in five vaccinated animals. For those
viruses, the fact that in Brazil the vaccination schedules are often neglected could have an
important effect for genetic drift of viruses, causing outbreaks even in urban vaccinated canine

populations.

In developed countries as consequence of the adopted vaccination programs, CAdV-1,
CRV and CCoV infections have been satisfactorily controlled in the past years. Concerns come
only with the introduction of infected dogs from endemic areas, in which these viruses can be
widespread as a result of the lack of systematic canine immunization (Decaro et al., 2008;
Decaro et al., 2013). Here, the detection rate of CAdV-1, CRV and CCoV was lower than CDV

and CPV-2, but higher than previous studies.

The percentage of positive samples for CRV (4.6%) was even higher than reported in
previous studies in Japan and United States (Mochizuki et al., 2001; Tupler et al., 2012).
Compared to other viral agents this incidence is low; however, animals may serve as reservoirs
for human rotavirus, nowadays similar strains to the one strains originally detected in bovine,
swine and even dog were identified in children suffering from enteric illness. For this reason,
even the small amount of positive animals presented here are concerning (Aradjo et al., 2007;
Banyai et al., 2009; Wu et al., 2012). For CCoV, virulent strains were sporadically reported in
the last years in Brazil and worldwide (Decaro et al., 2013; Pinto et al., 2014). The novel
“pantropic” CCoV may cause the direct death of the infected animal and is frequently associated

with systemic signs. In the present study, CCoV was the virus with higher incidence in
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asymptomatic dogs (24.4%) and this has a notable decrease in dog presenting enteric signs
(15.3%). This indicates that these CCoV strains that are present in asymptomatic animals were

not “pantropic” CCoV and probably possess commensal characteristic.

Finally, for CAdV, only CAdV-1 was detected in samples from faeces. This was
expected, since despite the antigenic and genetic relatedness (Morrison et al., 1997; Davison et
al., 2003), CAdV-1 presents tropism for the vascular endothelial cells and hepatic and renal
parenchymal cells, whereas, CAdV-2 replicates better in the respiratory tract (Decaro et al.,
2008). Curiously, here all the positive CAdV-1 samples were only sampled from healthy dogs,

indicating commensal characteristics.

Nowadays, with access to the next generation sequencers became clear that many enteric
viruses, bacteria and parasites are simultaneously present and can probably contribute to
disease, individually or in combination. It is also known that pathogens acting mutually may
cause more severe symptoms than infections without pathogens synergy (Murray et al., 2014).
In this study, we could not observe a direct relation of clinical sign with or without co-
infections. The higher prevalence between two viruses was observed with CDV and CPV-2,
There are several reports of co-infections with the participation of CDV and CPV-2 in dogs
(Taguchi etal., 2011; Tupler et al., 2012) and, here, these viruses were observed in concomitant
infections with CCoV, CAdV-1 and CRV. Probably, the immunodeppressive effects of
associated viruses with the underdeveloped immune system of the young animals would have
facilitated the simultaneous occurrence and maintenance of these infectious disease agents. It
is important to considerer that other infectious or non-infectious causes were not evaluated and
the final cause—effect between the presence of an organism and the occurrence of diarrhea
cannot be confirmed. However, all the viruses evaluated here have been described as causing
diarrhea in experimental studies or were isolated in severe enteric outbreaks; thus the

knowledge of their occurrence is important despite their role as primary agents.
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In conclusion, the results of the present study demonstrate that CPV-2, CDV and CCoV
are the main pathogenic enteric viruses that circulated in Brazil between the years 2008 and
2014, infecting more frequently puppies about two months old and may display co-infection
interaction with a high prevalence of viral infections in population of dogs. These results
highlight the need of more research to improve the strategies used in the treatment, control and

prevention.
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Table 1. Nucleotide sequence of the primers used in the PCR reactions and their targets and
literature references.

PRIMER SEQUENCE (5" - 3") Virus  Target Reference
CPV 555 F CAGGAAGATATCCAGAAG CPV-2 VP2 Bounaglovia et al.,
2001
CPV 555R GGTGCTAGTTGATATGTA
HAl CGCGCTGAACATTACTACCTTGTC CAdV- E3 Linné et al., 1992
1
HA2 CCTAGAGCACTTCGTGTCCGCTT
CCoV 1F TCCAGATATGTAATGTTCGG CCoV M Herrewegh et al.,
1998
CCoV 2R TCTGTTGAGTAATCACCAGCT
BEG 9F GGCTTTAAAAGAGAGAAT CRV VP7 Gouvea et al., 1990
TTCCGTCTGG
END9R GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG
CDV 1F ACTGCTCCTGATACTGC CDhV N Castilho et al., 2007
CDV 2R TTCAACACCRACYCCC
CDV 3F ACAGRATTGCYGAGGACYTRT CDhV N Frisk et al., 1999

CDV 4R

CARRATAACCATGTAYGGTGC




Table 2. Individual infectious agents detected by PCR and its co-infection.

CDhV CPV-2 CCoV CRV CAdV-1

Single 82 (25.1%) 100 (30.7%) 55 (16.8%) 15 (4.6%) 9 (2.7%)

Co-infection
Dual CDV - CPV-2 31 (9.5%)
CDV - CCoV 8 (2.4%)
CPV-2 - CCoV 7 (2.1%)
CCoV - CRV 2 (0.6%)
CDV - CAdV-1 1 (0.3%)
Triple CDV - CPV-2 — CCoV 3 (0.9%)
CDV - CCoV - CRV 2 (0.6%)
CPV-2 - CCoV - CRV 2 (0.6%)

Quad CDV - CPV-2 -CCoV - CRV 2 (0.6%)
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Figure 1. Percentage distribution of PCR positive dogs according their clinical status in the

moment of sampling.
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Figure 3. Percentage distribution of PCR positive dogs according their vaccination status in

the moment of sampling.
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Supplementary Table 1. Date of sampling, origin, age, genre, clinical status, vaccination status and PCR result for the collected dogs.

Date of Origin (municipality) Age Genre Clinical signs Vaccination ChVv CPV-2 CCoV CRV CAdv-1
sampling
NA Londrina— PR NA NA NA NA - + - - -
NA Londrina - PR NA NA NA NA + + - - -
NA Londrina— PR NA female NA NA - + - - -
NA Londrina— PR NA NA NA NA - + - - -
NA Londrina — PR NA NA NA NA - + - - -
01/02/2008 Passo Fundo — RS 50 days male asyntomatic unvaccinated - - + - -
06/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days female enteric sign NA + - - - -
06/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days female enteric sign unvaccinated - - + - -
06/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days male enteric sign NA + - + - -
06/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days female enteric sign unvaccinated - - - - -
06/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days male enteric sign NA + + - - -
20/06/2008 Porto Alegre — RS 120 days female enteric sign unvaccinated + + - - -
20/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days female enteric sign unvaccinated - - - - -
20/06/2008 Porto Alegre — RS 60 days female enteric sign NA + - - - -
10/07/2008 Porto Alegre — RS 60 days male enteric sign incomplete protocol - + + - -
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11/07/2008
15/07/2008
15/07/2008
15/07/2008
15/07/2008
22/07/2008
23/07/2008
23/07/2008
23/07/2008
23/07/2008
23/07/2008
27/08/2008
02/09/2008
02/09/2008
02/09/2008
03/09/2008
03/09/2008

03/09/2008

Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS

Passo Fundo — RS

90 days
180 days
60 days
60 days
60 days
150 days
90 days
90 days
120 days
30 days
150 days
120 days
90 days
270 days
150 days
120 days
90 days

90 days

male
male
female
female
female
male
female
male
male
female
female
male
female
female
male
male
male

female

enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

asyntomatic

incomplete protocol
NA
incomplete protocol
NA
unvaccinated
unvaccinated
incomplete protocol
NA
unvaccinated
unvaccinated
incomplete protocol
unvaccinated
unvaccinated
NA
NA
unvaccinated
NA

unvaccinated
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10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
10/09/2008
30/09/2008
27/11/2008
27/11/2008
27/11/2008
27/11/2008
27/11/2008
27/11/2008
27/11/2008

11/12/2008

Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Passo Fundo — RS
Porto Alegre — RS
Caxias do Sul — RS
Caxias do Sul - RS
Caxias do Sul - RS
Caxias do Sul — RS
Caxias do Sul - RS
Caxias do Sul - RS
Caxias do Sul - RS

Niteréi — RJ

360 days
90 days
90 days
90 days
120 days
180 days
120 days
180 days
NA
60 days
180 days
120 days
180 days
120 days
120 days
60 days
120 days

120 days

male
female
male
female
male
male
male
male
NA
male
female
female
male
male
female
female
female

female

asyntomatic
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

asyntomatic

unvaccinated
unvaccinated
NA
unvaccinated
NA
NA
unvaccinated
NA
NA
incomplete protocol
unvaccinated
complete protocol
unvaccinated
complete protocol
complete protocol
incomplete protocol
complete protocol

complete protocol
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11/12/2008
11/12/2008
11/12/2008
06/01/2009
06/01/2009
06/01/2009
06/01/2009
15/01/2009
20/01/2009

29/01/2009

29/01/2009
29/01/2009
29/01/2009
29/01/2009
29/01/2009
20/02/2009
20/02/2009

20/02/2009

Niteréi — RJ
Niteréi — RJ
Niteréi — RJ

Caxias do Sul — RS
Caxias do Sul — RS
Caxias do Sul — RS
Caxias do Sul — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS

Bagé — RS

Bagé — RS
Bagé — RS
Bagé — RS
Bagé — RS
Bagé — RS
Florianopolis — SC
Floriandpolis — SC

Floriandpolis — SC

270 days
240 days
240 days
150 days
150 days
150 days
60 days
90 days
60 days

90 days

90 days
90 days
90 days
90 days
360 days
60 days
150 days

180 days

male
male
male
male
male
male
female
male
male

female

female
female
female
female
male
male
male

male

asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
enteric sign
enteric sign

asyntomatic

asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

asyntomatic

complete protocol
unvaccinated
complete protocol
unvaccinated
unvaccinated
complete protocol
incomplete protocol
complete protocol
incomplete protocol

NA

NA
unvaccinated
unvaccinated

NA

NA
unvaccinated
unvaccinated

complete protocol
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20/02/2009
06/03/2009
06/03/2009
16/03/2009
16/03/2009
16/04/2009
16/04/2009
16/04/2009
16/04/2009
16/04/2009
16/04/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009

18/05/2009

Floriandpolis — SC
Viaméo — RS
Viamdo — RS

Floriandpolis — SC

Floriandpolis — SC

Concordia— SC
Concordia—SC
Concordia— SC
Concordia— SC
Concordia—SC
Viamdo — RS
Londrina - PR
Londrina - PR
Londrina— PR
Londrina — PR
Londrina — PR
Londrina — PR

Londrina— PR

90 days
45 Days
45 Days
3600 days
60 days
50 days
45 days
45 days
45 days
45 days
NA
90 days
90 days
120 days
60 days
150 days
120 days

120 days

female
male
female
male
male
male
female
male
female
male
NA
male
male
female
male
female
male

male

enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
NA
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign

enteric sign

incomplete protocol

NA

unvaccinated

complete protocol

unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated

NA

incomplete protocol

unvaccinated

complete protocol

unvaccinated

unvaccinated

complete protocol

unvaccinated
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18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
18/05/2009
07/06/2009
09/06/2009
09/06/2009
09/06/2009
09/06/2009
09/06/2009
16/06/2009
25/06/2009
25/06/2009
25/06/2009
25/06/2009
04/09/2009

25/09/2009

Londrina - PR
Londrina - PR
Londrina— PR
Londrina— PR
Londrina — PR
Taquara — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Novo Hamburgo- RS
Canoas — RS
Canoas — RS
Canoas — RS
Canoas — RS
Floriandpolis — SC

Viamao - RS

90 days
270 days
60 days
180 days
120 days
60 days
60 days
60 days
360 days
150 days
20 days
60 days
90 days
90 days
120 days
60 days
300 days

45 Days

male
female
female
female
male
female
male
male
female
male
male
female
female
female
female
female
male

female

enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
enteric sign
enteric sign

enteric sign

unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated

unvaccinated

complete protocol
incomplete protocol
incomplete protocol

incomplete protocol

unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
NA

unvaccinated
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25/09/2009
25/09/2009
09/10/2009
09/10/2009
09/10/2009
09/10/2009
15/10/2009
20/11/2009
20/11/2009
20/11/2009
20/11/2009
20/11/2009
25/11/2009
25/11/2009
25/11/2009
01/12/2009
01/12/2009

01/12/2009

Viaméo — RS
Viaméo — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS

Porto Alegre — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
Cachoeirinha — RS
S. F de Paula—RS
S. F de Paula — RS
S. F de Paula— RS
Rio Pardo — RS
Rio Pardo — RS

Rio Pardo — RS

45 Days
45 Days
210 days
360 days
210 days
1800 days
60 days
60 days
180 days
180 days
120 days
150 days
120 days
120 days
120 days
60 days
60 days

60 days

female
male
male
male
male
male
male
male
female
male
male
male
male
female
male
female
female

female

enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
enteric sign
asyntomatic
enteric sign
enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

asyntomatic

unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
NA
unvaccinated
NA
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated

unvaccinated
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01/12/2009
07/12/2009
22/12/2009
22/12/2009
22/12/2009

22/12/2009

22/12/2009

31/12/2009
31/12/2009
31/12/2009
31/12/2009
04/01/2010
04/01/2010
04/01/2010
04/01/2010
04/01/2010
04/01/2010

07/01/2010

Rio Pardo — RS
Glorinha — RS
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP

Séao Paulo — SP

Séao Paulo — SP

S. do Livramento — RS
S. do Livramento — RS
S. do Livramento — RS
S. do Livramento — RS

Bagé — RS

Bagé — RS

Bagé — RS

Bagé — RS

Bagé — RS

Bagé — RS

Porto Alegre — RS

60 days
120 days
360 days
360 days
270 days

210 days

120 days

90 days
60 days
30 days
60 days
90 days
120 days
120 days
90 days
150 days
150 days

120 days

female
male
male
male
male

male

female

female
female
female
male
female
male
male
female
female
female

male

asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

NA

NA

asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

enteric sign

unvaccinated
NA
complete protocol
complete protocol
complete protocol

NA

complete protocol

incomplete protocol
incomplete protocol
incomplete protocol
incomplete protocol
unvaccinated
NA
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated

complete protocol
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09/03/2010

09/03/2010
09/03/2010
09/03/2010
09/03/2010
09/03/2010
06/04/2010
06/04/2010
06/04/2010
05/07/2010

05/07/2010

05/07/2010
02/08/2010
02/08/2010
03/10/2011
12/12/2011
12/12/2011

12/12/2011

Gravatai — RS

Gravatai — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS
Lavras do Sul — RS
Lavras do Sul — RS
Lavras do Sul — RS

Ji-Parand — RO

Ji-Parand — RO

Ji-Parand — RO
Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS

Gravatai — RS
Maringa — PR
Maringd — PR

Maringd — PR

150 days

150 days
60 days
60 days
60 days
120 days
90 days
90 days
90 days
240 days

180 days

720 days
30 days
75 days
10 days
210 days
120 days

180 days

female

female
male
male
male
female
male
female
female
male

male

female
male

female
male
male

female

female

asyntomatic

asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic
asyntomatic

enteric sign

enteric sign
enteric sign
enteric sign
asyntomatic
NA
NA

NA

unvaccinated

unvaccinated
NA
incomplete protocol
NA
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated
unvaccinated

incomplete protocol

unvaccinated
incomplete protocol
incomplete protocol
unvaccinated
NA
NA

NA

72



12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011

12/12/2011

12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
12/12/2011
19/12/2011

19/12/2011

Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Pelotas — RS

Pelotas — RS

120 days

210 days

90 days
NA
NA

360 days

60 days
60 days
70 days
60 days
630 days
120 days
210 days
NA
65 days
NA
NA

NA

female

female
male
NA
NA

male

female
female
female
male
male
male
male
female
female
male
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
15/02/2012
02/04/2012
03/04/2012
05/04/2012
12/04/2012
14/04/2012

17/04/2012

Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR

Maringa — PR

Santa Maria — RS

Cuiabad — MT
Cuiaba — MT
Cuiabd — MT
Cuiaba — MT
Cuiabd — MT

Cuiaba — MT

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

120

90

480

24

150

24

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
female
male
female
female
female

male

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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19/04/2012
21/04/2012
24/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012
26/04/2012

26/04/2012

Cuiabd — MT
Londrina - PR
Cuiaba — MT
Londrina— PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringd — PR
Maringa — PR
Maringa — PR
Maringd — PR
Maringa — PR

Maringa — PR

210
240 days
90
720 days
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

female

female
male
male
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA
enteric sign
NA
enteric sign
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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26/04/2012
26/04/2012
28/04/2012
29/04/2012
29/04/2012
30/04/2012
09/05/2012
09/05/2012
09/05/2012
10/05/2012
11/05/2012
11/05/2012
12/05/2012
14/05/2012
15/05/2012
15/05/2012
22/05/2012

25/05/2012

Maringd — PR
Maringd — PR
Londrina— PR
Londrina— PR
Londrina — PR
Londrina— PR
Cambe — PR
Cambé — PR
Cambé — PR
Cuiaba — MT
Cuiaba — MT
Cuiaba — MT
Cuiabd — MT
Cuiaba — MT
Tamarana — PR
Londrina — PR
Londrina — PR

Cuiaba — MT

NA
NA
720 days
720 days
adulta
720 days
adulto
adulta
120 days
120
60
60
90
210
150 days
540 days
NA

60

NA
NA
male
female
female
male
male
female
male
female
female
female
female
female
male
female
NA

male

NA
NA
enteric sign
enteric sign
enteric sign
other signs
other signs
other signs
other signs
NA
NA
NA
NA
NA
enteric sign
other signs
NA

NA

NA

NA

NA
incomplete protocol

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

unvaccinated

incomplete protocol

NA

NA
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25/05/2012
27/05/2012
30/05/2012
30/05/2012
31/05/2012
01/06/2012
03/06/2012
05/06/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012

09/07/2012

Cuiabd — MT
Cuiabd — MT
Cuiaba — MT
Cuiaba — MT
Cuiabd — MT
Cuiaba — MT
Cuiaba — MT
Cuiabd — MT
S&o Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Sdo Paulo — SP
Sdo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP

Séao Paulo — SP

120

150

150

90

60

150

90

180

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

female
male
female
female
male
female
female
female
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

77



09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
09/07/2012
23/08/2012
23/08/2012
23/08/2012

23/08/2012

Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Séo Paulo — SP
Londrina — PR
Londrina — PR
Londrina — PR

Londrina— PR

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
female
male

male

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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23/08/2012
24/10/2012
16/11/2012
16/11/2012
18/11/2012
05/12/2012
13/12/2012
13/12/2012
16/12/2012
21/12/2012
24/04/2013
22/05/2013
17/06/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013

08/11/2013

Londrina - PR
Londrina - PR
Londrina— PR
Londrina— PR
Londrina — PR
Londrina— PR
Londrina— PR
Londrina - PR
Londrina — PR

Londrina— PR

Porto Alegre — RS
Porto Alegre — RS

Porto Alegre — RS

Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS

Gravatai — RS

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
150 days
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

female
NA
NA
NA
NA
NA
NA

female
NA

female
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013
08/11/2013

08/11/2013

Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS

Gravatai — RS

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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08/11/2013
08/11/2013
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014
26/04/2014

26/04/2014

Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS
Gravatai — RS

Gravatai — RS

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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20/08/2014
20/08/2014
20/08/2014

20/08/2014

Rio Branco
Rio Branco
Rio Branco

Rio Branco

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho descreve as taxas de deteccdo das espécies entéricas virais de CAdV-
1, CCoV, CDV, CPV-2 e CRV, e sua associacdo com a idade do cdo, estado clinico e esquema
de vacinacdo. Entre animais saudaveis e doentes foi observada uma alta taxa de detec¢do para
CPV-2 (30.7%), CDV (25.1%) e CCoV (16,8%). Isto foi observado principalmente em filhotes
com dois meses de idade, sugerindo que estes virus sao predominantes e amplamente difundidos
no Brasil.

Para 0 CDV o uso regular de vacinacdo em paises desenvolvidos resulta em uma alta
capacidade imune contra o CDV ajudando a reduzir a incidéncia deste virus (BUCZKOWSKI
et al., 2014). Em contraste, no Brasil, 0 alto nimero de cdes ndo vacinados pode influenciar na
alta frequéncia observada de CDV, além de falha de armazenagens de vacinas, elevado numero
de animais selvagens suscetiveis a infeccdo pelo CDV e uma elevada diversidade de cepas
comparadas com a linhagem vacinal (America 1) (NEGRAO et al., 2013; BUDASZEWSKI et
al., 2014).

As altas taxas de deteccdo observadas no CPV-2 podem ser explicadas por uma elevada
transmissdo devido a alta carga viral nas fezes, longos periodos de excrecdo e estabilidade viral
no meio ambiente. Neste estudo o coeficiente Pearson’s foi utilizado para medir o significado
da correlacdo entre a doencas entéricas e a positividade viral, e CPV-2 foi 0 Gnico virus com
uma positividade marcante

Com respeito as infec¢des causadas por CAdV-1, CCoV e CRYV, estas usualmente tém
origem com a introducdo de cdes infetados em populacfes desprotegidas. Assim estes virus
podem ser consequéncia da falta de imunizacdo sisttmica em cdes (DECARO et al., 2008;
DECARO et al., 2013). No presente estudo, as taxas de deteccdo para CAdV-1, CRV e CCoV
foram baixas ao ser comparadas com as de CDV e CPV-2, mas foram altas em comparagédo
com outros estudos. Provavelmente as caracteristicas imunodepressivas de CDV e CPV-2 e um
programa de vacinacdo ainda deficiente contribuem para que esta elevada frequéncia.

A porcentagem de amostras positivas para CRV (4,6%) foi maior do que o relatado em
estudos anteriores no Japdo e Estados Unidos, onde foi observado 0% até 2.4% de animais
positivos (MOCHIZUKI et al., 2001; TUPLER et al., 2012). A quantidade de cdes positivos
apresentados aqui, apesar de baixa, é de grande importancia, ja que ha estudos que relatam

possiveis eventos de recombinacdo inter-espécies com sinais génicos semelhantes com cepas
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de rotavirus bovino, suino, canino e humano (ARAUJO et al., 2007; BANYAI et al., 2009; WU
etal., 2012).

Nos ultimos anos cepas virulentas de CCoV foram reportadas esporadicamente tanto no
Brasil quanto mundialmente (DECARO et al., 2013; PINTO et al., 2014). O novo CCoV
pantropico pode levar cdes infectados ao Obito e estd frequentemente associado com sinais
sisttmicos. No presente estudo, o CCoV foi 0 virus com a maior incidéncia em cées
assintomaticos (24.4%) e teve uma notavel diminuicdo de sua presenca em cdes com sinais
entéricos (15,3%). Assim, provavelmente, a maioria das cepas de CCoV observadas aqui
possuiam somente caracteristicas comensais.

Para CAdV somente o tipo 1 foi detectado nas amostras de fezes. Isto ndo era esperado,
visto que apesar de seu parentesco genético e antigénico. O CAdV-1 apresenta tropismo para
as células endoteliais vasculares; enquanto que, CAdV-2 replica melhor no trato respiratorio e
no epitélio intestinal (MORRISON et al., 1997; DAVISON et al., 2003; DECARO et al., 2008).
Todas as amostras positivas para 0 CAdV-1 eram provenientes de cdes clinicamente saudaveis,
portanto poderia se supor que esses animais poderiam estar em estagios inicias de hepatite
infecciosa ou sob uma infeccdo persistente.

Uma alta prevaléncia entre duas espécies virais foi observada com CDV e CPV-2, sendo
estaticamente significante. Atualmente, estd co-infeccdo de CDV e CPV-2 em cdes pode ser
encontrada na literatura (TAGUCHI et al., 2011; TUPLER et al., 2012). Porém, diferentemente
do relatado nestes estudos, no presente trabalho uma alta quantidade de amostras foi estudada
e estes virus também foram observados em infec¢des concomitantes com CCoV, CAdV-1 e
CRV. E importante considerar que, para estes virus (CCoV, CAdV-1 e CRV) com menor
correlacdo com a doenca entérica, os efeitos imunodepressores da associacdo CPV-2/CDV

podem ter facilitado a ocorréncia da doenca.

6. CONCLUSOES

1. Os resultados da presente pesquisa indicam que a maioria dos cdes com e sem
sintomatologia sugestiva de doenca entérica foram positivos na PCR ou RT-PCR
para virus entéricos de caes

2. Os agentes virais mais encontrados em animais com sinais clinicos entéricos foram
0 CPV-2, seqguido do CDV e CCoV.

3. O CAdV-1 foi detectado em um pequeno numero de cdes clinicamente saudaveis.
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4. A maioria das amostras positivas possuiam co-infec¢do para CPV e CDV, sugerindo
que estes virus podem atuar sinergicamente em doencas gastroentéricas.

5. Os resultados indicam que cdes com diarreia mostraram uma alta prevaléncia de
infeccdes de origem viral, o que ressalta a importancia de pesquisas epidemioldgicas

nestas populagoes.
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