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RESUMO

GUIRAO, M. P. Sobre a ocorréncia e a genealogia de amostras biagias de
Coronavirus canino(CCoV) e o papel de caes como reservatorios para Rotaws:
[On the occurrence and genealogy of Brazilian ssraif Canine coronavirugCCol)
and the role of dogs as reservoirs for rotavird$]® Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria et@€ota, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2009.

Gastrenterites virais em cées sdo doencas trangeissinfecciosas com importancia
para a saude animal, como as causada®@omvirus canince Coronavirus canino
(CCoV) e saude publica, como no caso dos rotaviR@avirus em cdes sao
encontrados com baixa frequiéncia, tanto em caesdiaméia quanto sadios, mas sua
importancia como reservatério para a rotavirose dnanja é conhecido. @QCoV,
pertencente ao grupo 1 do gén€aronavirus ocorre sob a forma dos genatipos | e I,
amplamente distribuidos mundialmente e implicados diarréia moderada, mas
podendo levar a elevada letalidade no caso deipadotltamente patogénicos. No
Brasil, a ocorréncia de rotavirus do sorogrupo Acdes € um fato conhecido, mas, no
caso doCCoV, existe, até o momento, apenas uma investigacEdamdo sua
ocorréncia, sem dados de diversidade molecular.résepte investigacao teve por
objetivos avaliar o papel de cées jovens com datsimtomatica, bem como sadios,
como reservatérios de rotavirus, estudar a fredgéiéhe ocorréncia d€oronavirus
canino(CCoV) em amostras fecais destes animais e estudaeesidi@ade molecular das
amostras d€€CoV encontradas. Para tato foram colhidas 100 amofeicass de cdes
nao vacinados, entre 1 e 180 dias de idade en@® 22008, sendo 50 com diarréia e
50 sem diarréia no momento da colheita, nos Muiesige Sado Paulo, S&o Bernardo do
Campo, Santo André, Sdo Caetano do Sul, Taboaerma, &apecerica da Serra e uma
aldeia indigena em Parelheiros. As amostras focaga a técnica de eletroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) para a deteccdo davinis e uma RT-PCR dirigida ao
gene da proteina de membrana MQI©oV (nucleotideos 337 a 746) para a deteccéo
deste virus, sendo os fragmentos detectados sulmmetiseqienciamento de DNA. As
seqlencias obtidas, traduzidas em aminoacidognfatdizadas para a construcdo de

uma arvore genealdgica enraizada de distancia calgaritmo Neighbor-Joning e



modelo de Poisson com 100 repetices de bootdtraphuma das amostras resultou
positiva para rotavirus, enquanto que 47 foramtpasi para CCoV, com freqiéncia
significativamente superior nos animais com diatrginte e dois dos 47 fragmentos de
DNA obtidos resultaram em sequéncias viaveis de Dédhdo 12 classificadas como
CCoV Tipo | e 10 como Tipo Il, tendo sido encongadima sublinhagem
exclusivamente brasileira para o Tipo Il. Em retagh amostra vacinal dECoV
submetida ao sequenciamento de DNA, a maior idaieieddcorreu com o grupo Tipo |l
sublinhagem 01, com um valor de 100%, seguido ¢&®para o Tipo Il sublinhagem
02 (a linhagem brasileira) e 93,2% para o Tipougede-se que a diversidade G€oV
encontrada seja derivada da elevada frequénciaaieéacia deste virus, o que pode
aumentar a probabilidade de divergéncias e devmisdalhas vacinais por diferencas
entre a amostra vacinal (Tipo Il) e as amostrasadepo (Tipos | e 11), e, dessa forma, a
vacina nao diminuiria a transmissao e novas linhage CCoV emergiriam. Conclui-se
que cdes jovens com enterite sintomatica, bem csadms, ndo tiveram papel como
reservatorio para rotavirus, considerando-se @waeggografica e o periodo de colheita
de amostras. ACCoV ocorreu com uma freqiéncia de 47% na populacamaan
estudada, com frequéncia estatisticamente sigtiwfezaente superior naqueles com
diarréia do que naqueles sem diarréia. Finalmem@stras brasileiras deCoV, com
base em sequenciamento parcial do gene codificddoproteina de membrana M,
ocorrem tanto como tipo | quanto Il, sendo queapartipo Il, ha uma lihangem

tipicamente brasileira.

Palavras-chaveCoronavirus. Rotavirus. Cées. Genealogia.



ABSTRACT

GUIRAO, M. P.On the occurrence and genealogy of Brazilian stras of Canine
coronavirus (CCoV) and the role of dogs as reservoirs for rotavirus[Sobre a
ocorréncia e a genealogia de amostras brasilegdotbnavirus canindCCo\) e o
papel de cdes como reservatorios para rotavirQ6p.57 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria et@€aota, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2009.

Viral canine gastroenteritis is infectious transsibfe diseases with importance for
animal health, as those caused@snine parvovirusand Canine coronavirugCCoV)
and public health, as in the case of rotavirus.if@arotavirus occurs at low frequencies,
both in diarrheic and health dogs, but the impataof dog as reservoirs for human
rotaviruses is knowrCCoV belongs to group 1 of the gen@sronavirusand occurs as
genotypes | and Il, worldwide distributed and iropted in mild diarrhea, but high
pathogenic types might lead to high lethality. IraBl, the occurrence of serogroup A
rotavirus in dogs is already known but, in the caE€ECoV, there’s a single report on
the occurrence of this virus, with no data on itsleoular diversity. The aims of the
present investigation were to evaluate the rolediafrheic and health young dogs as
reservoirs of rotavirus, to study the occurrenc€6bVin these animals and to assess
the molecular diversity of the strains found. Onmdred fecal samples were collected
from unvaccinated dogs between 2007 and 2008 (80 diarrhea and 50 health dogs)
in the Municipalities of Sdo Paulo, Sdo BernarddCdonpo, Santo André, Sdo Caetano
do Sul, Tabodo da Serra, Itapecerica da Serra andni indian community in
Parelheiros. The samples were submitted to polgacide gel electrophoresis (PAGE)
for rotavirus detection and to an RT-PCR targetedhe membrane M protein gene
(nucleotides 337 to 746) @ CoV for the detection of this virus; amplicons wererth
submitted to DNA sequencing and the putative anadomls sequences were used to
build a rooted distance genealogic tree with theégh®or-Joinng algorithm and he
Poisson correction with 1,000 bootstrap replicatessample was positive to rotavirus,
while 47 out of the 100 samples were positiveGQroV, with a statistically significative
higher frequency for the dogs with diarrhea. Twemtyg out of the 47 ampicons

resulted in viable sequences, being 12 classife€@oV Type Il and 10 as Type |,



besides, and exclusively Brazilian sub lineage foamd for Type Il. Regarding the
vaccine strain, the highest identity was found ypd'll sub linage 02 (10%), followed
by 97.2% for Type Il sub linage Il (the Brazilianbslinage) and 93.2% for Type I. It's
suggested that the high diversity f@CoV detected is a consequence of the high
frequency of occurrence of this virus, what mightrease the probability of the
emergence of divergence and possible vaccine ézildue to differences amongst the
vaccine strain (Type Il) and field strains (Typeant Il) and thus vaccination would not
decrease the transmission and new lineages wouwdgemlt can be concluded that both
health and diarrheic young dogs have played no asleeservoirs for rotavirus taking
into account the geographic area and the timerapss collectionCCoVocurred at a
frequecy of 47%, with a higher frequency in therdiz animals. Finally, Brazilian
strains ofCCoV, based on partial M gene sequences, occur astyymh and 11, while,

for Type Il, a typical Brazilian lineage was debexdl.

Keywords: Coronavirus. Rotavirus. Dogs. Genealogy.
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1 INTRODUCAO

Virus enterotropicos em cées sdo comumente detsctad animais jovens em
todo o mundo, sendo aqueles pertencentes aos géRareovirus Coronavirus e
Rotavirusaqueles sobre os quais grande parte das investgaem se dedicado, tanto
em funcdo de sua participacdo na etiologia de egdshites caninas quanto de seu
potencial zoonatico, como no caso dos ultimos.

Os rotavirus, pertencentes ao génRuaiavirus familia Reoviridage sdo virus
nao-envelopados, com um capsideo protéico em 3 damnapresentando genoma
constituido por RNA de fita dupla (dsRNA) em 11 reegtos, cada segmento
codificando para, pelo menos, uma das proteinas(ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Os onze segmentos de dsRNA sao alocados no intaidcore” (ou nucleo)
glicoprotéico, constituido pelas proteinas estaisuvP1, VP2 e VP3; acima do “core”
encontra-se um capsideo de camada dupla, tambéatuteza glicoprotéica, sendo que
as glicoproteinas do capsideo interno (VP6) perméaeclassificagcdo em sorogrupos ou
espécies virais de A a G, distinguiveis por elend@ipos caracteristicos, e as do externo
(VP4 e VP7) em sorotipos; tais sorotipos sao diaasios pelas letras G (glicoproteina)
guando a classificacdo é feita considerando-se @oUPP (protease-sensivel), quando
se considera a VP4 (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Em caes, é conhecido o papel dos rotavirus do RO\ em enterites suaves
ou mesmo subclinicas, de maior freqiéncia em asimbaixo de duas semanas de
idade, os quais podem apresentar sintomas outnos anorexia e vomito (POLLOCK;
CARMICHAEL, 1990; MOCHIZUKI et al., 2001).

Paralelamente, inquéritos soro epidemioldgicos dhestnaram uma elevada
freqUéncia de ocorréncia de anticorpos anti-rosgvém cédes adultos (MOCHIZUKI et
al., 1986), o que significa que estes animais sétiruamente expostos a infecgdo por
rotavirus e, ainda que nao apresentem diarréignpadbergar o virus em seu epitélio
intestinal e transmiti-lo a outros susceptiveisluimdo o homem.

No Brasil, & conhecida a ocorréncia de rotavirmgotam cdes com diarréia
(GABBAY et al., 2003) quanto em adultos assintonwi(RUIZ et al., 2009), mas néo
ha estudos focados na avaliagdo do papel dos @&aide Publica em relacdo as

rotaviroses.
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Em seres humanos, o0s rotavirus sao a principabodeisgastroenterite aguda
severa, resultando em morbidade e mortalidadefisigtivas, responsaveis por 20 a
70% dos casos de diarréia que demandam hospitiz@0% do total de mortes por
diarréia em criancas abaixo de 5 anos de idade ialomehte, sendo, atualmente, alvo
de intensa campanha de vacinacao por parte dot¥tioisla Saude do Brasil, com um
custo anual de, aproximadamente, R$ 121.520.000,00.

Ainda que os rotavirus apresentem algum grau décispspecificidade em
funcdo da baixa replicacéo viral em tecidos de éosipos ndo-especificos, rotavirus de
diversas espécies podem infectar humanos e nesisarcgastrenterite sempre quando
h& alguma probabilidade de transmissdo zoonotiBa@RIBO et al., 2002; COOK et
al., 2004), havendo a emergéncia de novos tipo®td&irus em humanos tanto pela
transmissao de virus “inteiros” quanto pelos regosa genéticos entre diferentes
rotavirus (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A transmissao de rotavirus entre cdes e humanosféata jA demonstrado tanto
experimentalmente (TZIPORI; MAKIN, 1978) quantordedo natural (NAGAKOMI et
al., 1992), podendo rotavirus caninos ser isoladesmo de humanos assintomaticos
(NAGAKOMI; NAGAKOMI, 2000).

Além disso, sabe-se que h& associacdo entre a gess&es e a infeccado por
rotavirus em pacientes humanos com diarréia, padesdaes servir como carreadores
dos virus na superficie externa de suas patasrintsc(ENGLEBERG et al., 1982) ou,
mais importante, como reservatorios de rotavirudgréetcdo intestinal (LAIRD et al.,
2001).

Para o diagnostico laboratorial de rotavirus, enitd mais utilizada € a
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), nal@e busca evidenciar a presenca
dos 11 segmentos de RNA dos rotavirus diretamentexttatos de RNA de amostras
fecais (HERRING et al., 1982), sendo esta uma téctié alta especificidade analitica,
que permite, além da identificacdo do rotavirudegrminacdo do sorogrupo/ espécie
em questdo em funcdo do padrdo de migracdo dasadane RNA (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

Diversamente a rotavirose, a coronavirose entédanina, causada pelo
Coronavirus canino(CCol\), é uma doenca infecciosa de distribuicdo mungisd
ocorre de forma endémica e que leva a elevadasisgaded e mortalidade em cées
jovens, sendo que dois genotipd3CoV tipo 1 e CCoV tipo 2, sdo conhecidos
(PRATELLI et al., 2004; PRATELLI et al., 2006).
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Os coronavirus séo classificados na ordé&dovirales familiaCoronaviridag a
gual compreende os génef@sronaviruse Torovirus Na mesma ordem, encontram-se
também as familia&rteriviridae e Roniviridae(GONZALEZ et al., 2003).

O géneroCoronavirusé ainda subdividido em trés grupos (1, 2 e 3)nitkis
por epitopos presentes nas glicoproteinas de gejekequéncias de nucleotideos e
hospedeiros naturais, sendd@oronavirus caninalassificado no grupo 1 (HOLMES;
LAI, 1996).

Além da espécie Coronavirus canino, uma segundaciespdenominada de
Coronavirus respiratorio canino (CRCoV), foi retltaausando processos respiratorios
em caes, tendo sido classificada no grupo 2 dasawirus (ERLES et al., 2003)

O coronavirus canino € um virus envelopado, pleboagraproximadamente
arredondado com até 220nm de diametro, com queadteipas estruturais: proteina de
nucleocapsideo N, proteina de matriz M, proteinandelope E e proteina de espicula S
(MASTERS, 2006).

O genoma é constituido por um RNA de fita simp&s-segmentado de sentido
positivo com 27 kb, com nucleocapsideo de siméielecoidal em associacdo com a
nucleoproteina N (HOLMES; LAI, 1996; MASTERS, 2006)

Quanto ao envelope, 0 mesmo é formado por uma Gachgila de lipidios com
as proteinas estruturais M, E e S dela se projetardultando no aspecto de uma coroa
(do latimcorong (HOLMES; LAI, 1996).

A principal proteina estrutural de envelope do®ravirus é a proteina S, a qual
forma proje¢cbes de 20nm de comprimento, sendo megpel pela atividade
hemaglutinante e o principal alvo para anticorpestmalizantes (COLLINS et al.,
1982).

Em cées neonatos, o CCoV replica-se primariamemtextremidade dos vilos
do intestino delgado, causando uma infeccdo liseguida por descamacdo e
encurtamento dos vilos e diarréia em 18 a 72 hpdasnfeccdo (APPEL, 1987). Além
disso, ja foi demonstrado que o CCoV potencialiamméticamente a severidade de
infeccdes por parvovirus canino (PRATELLIaét 1999b).

Ainda que o CCoV seja associado a infeccbes &stiédio trato entérico,
variantes do virus denominadas de pantrépicagesentarem tropismo por pulmdes,
rins, figado, baco e linfonodos, podem, causarosugpidémicos com elevada
mortalidade em cées jovens (BUONAVOGLIA et al., @00
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Para o Brasil, at¢é 0 momento, apenas uma Unicaimveatigacéo foi relatada
sobre a ocorréncia de coronavirus canino em caeg3S@A, 2003), tendo sido
encontrado um total de 55 amostras de animaisiymssitle um total de 80 testados
(68,8%).

Pelo exposto, fica claro que o CCoV tem importaneiatiologia da enterite em
cédes jovens, podendo potencializar a patogeniaitesovirus quando em co-infeccao,
agravando a severidade da diarréia nestes ani®aisua associacdo com rotavirus, a
qgual, em funcdo deste sinergismo, poderia levama mnaior excrecdo deste ultimo e
consequente maior probabilidade de transmissaaticanpermanece incognito.

Ainda, considerando-se as gastrenterites canimasnesmo tempo em que
proprietarios, clinicos veterinarios e a industgerinaria levam a uma alta frequéncia
de vacinacao, o conhecimento da ocorréncia dogegerfecciosos contra os quais se
destinam tais vacinas ainda é escasso no Brabiletsodo em relagdo &oronavirus
caning o que pode resultar em falhas de protecdo vacleaando a prejuizos
econdmicos por mortalidade e morbidade em caegetsolo em se considerando canis
de producéo comercial destes animais.

Assim, estudar a ocorréncia de rotavirus e CCaWotam cées jovens com
gastrenterite quanto sadios permite conhecer ol piagecaes como reservatérios para
rotaviroses humanas, o0 impacto da associacdo estes dois patdgenos sobre este
papel e a diversidade molecular do CCoV no Brasihtribuindo para o entendimento

da cadeia epidemioldgica das enterites virais ec@aseguinte, seu controle.
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2 OBJETIVOS

A presente investigacao foi dirigida pelos segsimtgietivos:

» Avaliar o papel de caes jovens com enterite sint@adem como sadios, como
reservatorios de rotavirus, utilizando a técnica efigtroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE) em amostras fecais dos mesmos

» Estudar a frequiéncia de ocorréncia de Coronavansa (CCoV) em amostras
fecais de caes jovens com enterite sintomatica, dmeno em sadios, utilizando

a técnica de transcricao reversa-reacdo em caeleigpplimerase (RT-PCR).

« Estudar a diversidade molecular das amostras deVCEam base em

sequenciamento parcial do gene codificador da im@tde membrana M.
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3 MATERIAIS E METODOS

A segquir, sdo descritos 0s materiais, equipameatasétodos utilizados na

presente investigacao para o cumprimento dos vbgeti

3.1AMOSTRAS DE CAMPO

Foram colhidas amostras fecais de 100 caes jod@esamente do reto, sendo
50 machos e 50 fémeas, na faixa etaria de 1 a @smneabidamente ndo vacinados
contra a coronavirose canina.

Dessas 100 amostras, 50 eram de animais apreserdanceia e 50 animais
sem diarréia no momento da colheita, utilizandoesvo definicdo de caso de diarréia a
elevacdo na frequéncia ou volume de evacuacao dmiauicdo na consisténcia das
fezes. apresentando fezes de consisténcia firme.

As amostras foram provenientes de clinicas veteasacanis, aldeia indigena e
cées errantes, tendo sido colhidas nos anos dee2P0U8.

As cidades compreendidas neste estudo foram Sé&o, F#@o Bernardo do
Campo, Santo André, Sdo Caetano do Sul, Taboaerma, #apecerica da Serra e uma
aldeia indigena em Parelheiros.

Para cada animal, foram avaliadas as seguinte®bvesi

1- Presenca de gastrenterite no momento da colifeeganostras.

2- ldade.

3- Sexo.

4- Local de residéncia.

5- Possibilidade de acesso a rua.

6- Numero de cées na residéncia.

7- Convivéncia com outras espécies de animais daogs

Todas as amostras foram mantidas a -20 °C no Repanto de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da FMVZ- U8& o momento da preparacéo
das amostras para o presente estudo.

No quadro 1, encontram descritas as amostras, teste quadro sido
apresentado no item 4.3 em funcdo da apresentapatidsiea das caracteristicas das

amostras e dos resultados obtidos para a pesquaka v
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As amostras fecais foram preparadas como suspeastie® (volume/volume)
em agua ultra-pura tratada com 0,1% de dietil-pifocnato (Agua DEPC) e clarificadas
a 5.000 x g/ 15 minutos a 4 °C, tomando-se o0s sablemtes como amostra,

armazenando-se 0s mesmos a -20°C até 0 momentestes

3.2AMOSTRAS VIRAIS DE REFERENCIA

Como controle positivo para coronavirus caninoufdizada a vacina comercial
NOBIVAC® DHPPi + LC (Intervet Schering Plough AniimaHealth) e
RECOMBITEK® (Merial).

Para rotavirus, foi utilizada a amostra NCDV (Nehkea Calf Diarrhea Virus,
WHITE et al, 1970) mantida em células da linhagem MA-104 (fatal de macaco
rhesus), gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jos@®intlerez (VPS-FMVZ/USP).

3.3PESQUISA DE ROTAVIRUS UTILIZANDO A ELETROFORESE EREL DE
POLIACRILAMIDA (PAGE)

A pesquisa de rotavirus nas amostras fecais fozaea utilizando-se a técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)cdts por Herring et al. (1982)
capaz de detectar todos os sorogrupos de rotad@unformidade com o perfil de

migracéao eletroforética de dsRNA, com as modifieagdbaixo descritas.

3.3.1 Extracdo de RNA

Para a realizacdo da técnica de PAGE, o RNA fotaxtraido das suspensdes
fecais do controle positivo (amostra NCDV) e do toale negativo (agua-DEPC)

seguindo-se o protocolo abaixo:
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* Homogeneizar em vortex, durante 1 minuto, /l0@a suspensao fecal ou dos
controles positivo ou negativo comd0de SDS a 10%, 40. de acetato de
sédio 1M e 400L de alcool isoamilico/ cloroférmio/fenol pH 4,0/24/37,5
VIVIV).

* Centrifugar a 12.000 g durante 2 minutos a 4°C.

» Transferir o sobrenadante para outro tubo cont&d@aL de etanol absoluto a -
20°C.

* Incubar a -20°C durante 18 horas.

e Centrifugar a 14.000 x g por 10 minutos a 4°C.

» Desprezar o sobrenadante e secar o excesso deastapapel de filtro.

» Ressuspender o pellet emp20de dissociador da amostra (SDS 0,3%, 2-
Mercaptoetanol 0,5%, Glicerol 4% e Azul de bromoféh0005%).

e Incubar durante 15 minutos a 56 °C.

3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

O RNA extraido (item 3.3.1) foi resolvido em elér@se em gel de
poliacrilamida descontinuo a 3,5%/7,5% sob correl#gica de 20 miliamperes durante
2,5 horas entre placas de vidro de 10 x 15 cm.

A sequir, o gel foi fixado em etanol 10%/ acidota0,5% durante 30 minutos
e corado com nitrato de prata 0,01M durante 30 togu

Finalmente, a coloracdo foi revelada com hidroxide sodio 0,075M/
formaldeido 0,3% durante 15 minutos, observando-gel sob transiluminador de luz
branca.

Foram consideradas positivas as amostras que afaesa 11 bandas de RNA
em qualquer um dos 7 eletroferétipos correspondeates 7 grupos/ espécies de
rotavirus (A, B, C, D, E, F e G) (ESTES; KAPIKIARQO07).

3.4 PESQUISA DECORONAVIRUS CANINO
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3.4.1 Extracdo de RNA

Para a pesquisa de coronavirus canino, o RNA fotaéxtraido com TRIzol
reagent (Invitrogen®), segundo as instru¢bes dddaie, a partir dos sobrenadantes
das amostras de campo (item 3.1), da amostra Vdcmatrole positivo) e a partir de

agua-DEPC (controle negativo).

3.4.2 Transcrigao reversa-reacdo em cadeia pela pokrase para deteccao do gene
codificador da proteina de membrana M

A presenca de CCoV foi pesquisada utilizando-sa weacdo de transcricdo
reversa seguida por uma reacdo em cadeia pelagram (RT-PCR) descrita por
Pratelli et al. (1999a), visando a amplificacdoude segmento de 410 pares de bases
(pb) (nucleotideos 337 a 746) do gene codificadomproteina de membrana M do
CCoV, seguindo-se o protocolo a seguir:

* Sintese de DNA complementar (c-DNAPesnaturar 3,5uL do RNA
extraido (item 3.4.1) a 95 °C durante 5 minutos dei@na-los a
combinagédo de reagentes para a transcricdo regendeando 1 x First
Strand Buffer (Invitrogel"), 1mM de cada dNTP, 10mM DTT, 1puM de
cada primer (CCV1 senso 5’TCCAGATATGTAATGTTCGG 3C£V?2
anti-senso 5’TCTGTTGAGTAATCACCAGCT 3’) e 100U de MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen™) em volume fidel reacdo de
10uL, realizando-se a trancricéo reversa a 42°0f60m

» Reagcdo em cadeia pela polimeraggpdés a obtencdo do DNA
complementar, foi realizada a reacédo de PCR p&dade 5 puL de cada
c-DNA a combinacao de reagentes para PCR contend®QR Buffer
(Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 0,5uM de cada primer (CCV1 e
CCV2), 1,5mM MgC}, 25,25uL de agua-DEPC e 1,25U de Platinum
Taq DNA polimerase (Invitrogen™) para um volumeafide reacéo de

50uL, seguindo-se desnaturacdo a 94°/ 4 min. é&cBis de 94°C/1 min.,
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55°C /1,5 min. e 72°C/3 min., seguidos por 72°@ii) para a extensao

final.
Dez microlitros do produto de PCR foram analisaelbseletroforese em gel de
agarose a 1,5 % corado com brometo de etidgmg@ e observado sob luz ultra-

violeta. Foram consideradas positivas as amostraspresentaram a banda de 309 b.

3.5 GENEALOGIA DO CORONAVIRUS CANINO

3.5.1 Reacdao de sequenciamento de DNA

Inicialmente, os fragmentos de 410pb referentegeae M do CCoV foram
purificados diretamente das reacdes de PCR, seificagfio a partir dos géis de
agarose, com it llustra™ GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE
Healthcare).

A reagdo de sequenciamento consistiu enpl4de BigDye 3.1 (Applied
Byosystemsl), 4 uL de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems™prdol de cada
primer senso e antisenso em reagdes separadas pL1dg6DNA alvo para uma reagéo
final de 2QuL, levando-se ao termociclador PTC-200 (MJ Researgpara 35 ciclos de
96°C/30 segundos, 50°C/15 segundos e 60°C/4 mjrmudos rampa de 0,7°C/segundo
entre cada temperatura.

A seguir, o produto desta reacado foi precipitadteraperatura ambiente de
aproximadamente 25 °C com 80uL de isopropanol a, 16étbando-se durante 20
minutos, centrifugando-se a 12.000 x g/ 25 min5 &2, removendo-se 0 sobrenadante
e adicionando-se 2H0 de etanol a 70%, centrifugando-se a 12.000 xuarb a 25 °C e
secando-se o precipitado a 95 °C/ min., ressuspdoeke opellet em formamida e

levando-se as amostras ao sequenciador autom@ied8 74 (Applied Biosystems™),



26

3.5.2 Edicao de sequéncias

Os cromatogramas gerados para cada uma das sefliéanso e antisenso de
cada amostra foram  submetidos ao aplicativo Phrazhline em
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/ parbhag&a da qualidade dos mesmos,
utilizando-se apenas posi¢cdes com escore supe2idherro a cada 100 nucleotideos).

A sequéncia final de cada amostra foi obtida caaplativo Cap-Contig com o
programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999), sendo esma submetida ao BLASTn para
confirmagéo do sequenciamento em http://www.nati.mih.gov/BLAST/.

3.5.3 Andlise genealdgica

Para as sequéncias putativas de aminoacidos padasolpos a traducdo das
sequéncias de nucleotideos com o programa Bioed@iO\b.3 (HALL, 1999), a arvore
genealodgica foi gerada ap6s o alinhamento das nsegm#amente com sequéncias
homologas do gene M de coronavirus canino recugsrdo Genbank, cujas sequéncias
encontram-se na figura 2, e de coronavirus bovameocgrupo externo pelo método do
CLUSTAL/W com a matriz BLOSUM62 com o programa Bldae(HALL, 1999),
obtendo-se a arvore enraizada de distancia comooitaho Neighbor-Joining e modelo
evolutivo de Poisson com 1000 repeticbes de bapistom o programa Mega 4
(TAMURA et al., 2007).

A decisdo para a geracao da arvore de aminoacmasvas de nucleotideos
deu-se em funcédo da possibilidade da representagd@ovore das distancias devidas

apenas a mutagdes ndo-sindnimas, de maior sigiofaatigénico.

3.5.4 Identidades de aminoacidos

As identidades de aminoacidos minima, maximadiangara os grupamentos de
CCoVforam calculadas com o programa Excel (©1985-2@@3osoft Corporation) a

partir das identidades calculadas com o prograroadi
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

A significancia das diferencas entre os numercadate caes positivos e negativos
para rotavirus e coronavirus canino entre aquelas &€ sem diarréia foi calculada pelo
método de chi-quadradro corrigido de Mantel-Hadnsam p critico=0,05 e nivel de
confianca de 95%, utilizando-se o sitio http:/fsges.org.
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4 RESULTADOS

A sequir, apresentam-se os resultados derivadasplizacdo dos materiais e

métodos.

4.1 PESQUISA DE ROTAVIRUS UTILIZANDO A ELETROFORESEM GEL DE
POLIACRILAMIDA

Das 100 amostras testadas quanto a presenca dieusiaela técnica de PAGE,
nenhuma resultou positiva, uma vez que nao forarargrados segmentos de RNA nos
géis.

Para a amostra NCDV de rotavirus incluida comotrote positivo, foram
observadas as 11 bandas de RNA arranjadas nofetétipo tipico para rotavirus do
grupo A (grupamentos de 4, 2, 3 e 2 bandas).

Por sua vez, no controle negativo (Agua-DEPC) for@mn observadas quaisquer

bandas.

4.2 PESQUISA DE CORONAVIRUS CANINO

De todas as 100 amostras fecais processadas nenteresstudo, 47 foram
positivas para a PCR dirigida ao gene MQIooV, de acordo com o aparecimento da
banda de 410pb, conforme a amostra vacinal deérefex (controle positivo), sendo
gue, para os controles negativos (agua-DEPC) nemlnamda foi detectada. A figura 1
apresenta exemplos de reacfes de RT-PCR positva® gragmento de 410pb do gene
M do CCoV.

Destas 47 amostras positivas, 26 eram de filhotshas e 21 eram de filhotes
fémeas.

Quanto a faixa etaria, 9 filhotes tinham 30 diavida, 6 filhotes tinham 40 dias
de vida, 1 filhote tinha 45 dias de vida, 21 fig®tinham 60 dias de vida, 5 filhotes
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tinham 90 dias de vida, 1 filhote tinha 120 diasvidka, 3 filhotes tinham 150 dias de
vida e 1 filhote tinha 180 dias de vida.

Os resultados para a pesquis&@»Vencontram-se sumarizados no Quadro 1.

Entre os 50 cdes com gastrenterite, 31 foramipasipara a presenca G&€oV,
enguanto que, para os sadios, este numero foi.de 16

Comparando-se o numero de positivos entre os sadgs e cdes com

gastrenterite, 0 mesmo foi significativamente maatre os cdes com gastrenterite
(p=0,003).

SC SC SC S5C C-
L RBRIRIOE 9 10 11

Figura 1-Fotografia de gel de eletroforese em agaen1,5% corado com brometo de
etideo apresentando exemplos de reacdes poshiaadd de 410 pares de bases)
e negativas (auséncia de bandas) para o gene ceoldifi da proteina de
membrana N de Coronavirus canino (CCoV) ap0s adlica amostras fecais de
cées. L= padrdo de tamanhos moleculares de DNA)dedres de bases; R8 a
R10, SC8 a SC11: reaclOes referentes a amostras fdeatificadas com os
mesmos cédigos; C-= reacédo referente ao contrgative (agua-DEPC)- Séo
Paulo, 2009
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4.3 ANALISE GENEALOGICA DE CORONAVIRUS CANINO

Das 47 amostras positivas para ao RT-PCR para @airos canino cujos
fragmentos de DNA amplificados foram submetidoseqiisnciamento de DNA, 22
resultaram em sequencias com escore phred aciri@ deem contigs, enquanto que,
para as demais 25, ndo foram obtidas sequéncitts éam funcdo dos baixos escores
quanto de falhas em um dos dois sentidos sequ@sciad

A arvore filogenética para as posicoes de amino&cikb6 a 229 (relativas a
sequéncia de numero de acesso GenBank AY70491ferenmte a amostra 1-71 de
CCoV tipo Il) resultaram em dois grupos principaesCCoV (Figura 2).

Em um dos grupos, segregaram 10 das amostrasdasluio presente estudo
(amostras 15, 45, 2M, 1M, 27, 16, 44, 42, 34 e #8n como a amostra vacinal
sequenciada (vacina RECOMBITEK® Merial), nomeada amaore como “Vacina
CCoV*, em conjunto com as sequéncias recuperad&@edbank pertencentes ao tipo Il
de CCoV, nomeando-se este grupo como “CCoV Tiposliportado por um valor de
bootstrap de 74.

No grupo denominado de “CCoV Tipo I na figuraeBcontram-se agrupadas as
outras 12 amostras (40, 7M, 6M, 41, 12, 14, 25, 8M35, 38 e 11) para quais foram
geradas sequéncias, em conjunto com amostras dm@ereferentes a CCoV do tipo
I, com um valor de bootstrap de 98, ndo tendo sidservados subgrupos para a
topologia obtida.

Com relacédo ao grupo CCoV tipo Il, nota-se que adostras (42, 34 e 43)
segregaram em um subgrupo dentro do tipo Il dosnemirus caninos, com um valor

de bootstrap de 66, nomeando-se aqui este subgompo “CCoV Tipo Il sublinhagem
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02” e, em paralelo, a linhagem predominante no liipa topologia apresentada como

“CCoV Tipo Il sublinhagem 01“.

Pj14

~D13096.1 INSAVC
AY436635.1 ChinaPanda
Pj9

VACINA CCoV
EU924790.1 430/07 Italia
Th2

AY884048.1 HC2China
AYB864662.1 DFChinaraposa
DQ431022.1 SDT/05S5uecia
57(FJ009114.1 04-0709UK
EUB56361.1 341/05ltalia
DQ112226.1 ltalia

Th1

EUB56362.1 174/06talia

Hv11 _
=s|AY390343 1 viChina

Pj15

AY884049 1 HRChinaRacoondog
Pj8

AY704916.1 CCV 1-71China
DQ431018.1 UPPS1/04Suecia
. —AYB864661.1 HF3Chinaraposa
[TAY342160.1 BGF10Uk
AY899209 1 tn449

155 CCoV Tipol i
Pt9 sublinhagem 02
Pt5

Pt4

Pt3

Pt6

R8

AY548235.1 23/03talia

G4

93| EU339175.1 CS-01-033UK
Scd

Sha

EU339176.1 CS5-01-039UK
Pt1

Sch

Hv18

R7

NC003045BCoV

0.1

CCoV Tipoll

sublinhagem 01 CCOV TlpO | |

CCoV Tipo |

Figura 2 Arvore genealdgica de distancia construida comgorino Neighbor-Joining e
modelo evolutivo de Poisson para os aminoacidos dl229 (relativas a sequéncia
AY704916.1) da proteina de membrana M de amosg&ndonavirus caningCCoV)
detectadas no presente estudo (em negrito), juntan@mm seqiéncias homdlogas
recuperadas do Genbank, apresentando a subdivisddpe | e Tipo Il com as duas
sublinhagens propostas no presente estudo. Os osimeima de cada nd representam
os valores de bootstrap (1000 repeticdes) a badiea o i de substituicdes/sitio — S&o

Paulo, 2009
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(Continua)

Am Local
1A Parelheiros
1B Parelheiros
2A Parelheiros
3A Sao Paulo
3B Sao Paulo
3C Sao Paulo
Hv4 SBC
HV6 SBC
HV7 SBC
HV8 SBC
HV9 SBC
HV10 SBC
Hv11" SBC
HV12 SBC
HV13 SBC
HV14 SBC
HV15 SBC
HV16 AS
HvV17 SBC
HV18' SBC
HV19 SBC

Ge

nao
nao
nao
nao
nao
nao
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
nao
nao
sim
sim

Idade

30.
30
45
45
45
45
90
90
60
60
90
60
90
150
150
90
60
60
30
60
90

w
o
x
(o]

Sl B e

TNz

Residencia
Oca
Oca
Oca
Casa
Casa
Casa

Escola
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa
Casa

Acesso arua
sim
sim
sim
nao
nao

nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
sim
nao
nao
nao
nao

Cawsresidencia

© © o Nuad

PRRpRPRPRRpRRRPRPRPREPRN

Outras espécies
gatos e aves
gatos e aves

gatos,aves,@sv
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
Gatos e aves

nao
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(Continua)
HV20 SBC sim 45 M Casa nao 1 nao
HV21 SBC nao a0 F Casa sim 1 nao
HV?22 SBC nao 60 M Casa sim 1 nao
SC1 SCS sim 60 M Canil nao 6 nao
SC2 SCS sim 60 M Canil nao 6 nao
sc3' SCS sim 30 F Canil n&o 6 nao
sc4 SCS n&o 30 F Canil n&o 6 n&o
SC8 SCS n&o 60 M Canil n&o 6 néo
SC6 SCS nao 90 M Canil nao 6 nao
SC7 SCS sim 30 M Canil nao 6 nao
SC8 SCS sim 90 F Canil nao 6 nao
SC9 SCS sim 60 F Canil nao 6 nao
SC10 SCS sim 60 M Canil nao 6 nao
SC11 SCS sim 60 M Canil nao 6 nao
Laf Sao Paulo sim 60 M Casa nao 1 nao
Cind Sao Paulo sim 60 F Casa nao 1 NI
ShadoH S&o Paulo sim 90 M Canil nao NI nao
Rocky Séo Paulo nao 180 M Casa nao 1 nao
SAl SA sim 90 M Canlil nao NI nao
SBC1 SBC nao 180 F Canil nao 5 nao
Uspl Séo Paulo sim 60 M Canil sim 2 nao
Usp2 Séo Paulo sim 60 M Canil sim 2 nao
Petl SBC sim 40 M Canil nao 6 N&o
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(Continua)

Pet2 SBC sim 40 M Canil nao 6 nao
Pet3 SBC nao 40 M Canil nao 6 nao
Pet4 SBC sim 40 F Canil nao 6 nao
Pet5 SBC sim 40 F Canil nao 6 nao
Pet6 SBC sim 40 F Canil nao 6 nao
Pet7 SBC nao 60 M Canil nao 5 nao
Pet8' SBC sim 60 M Canil nao 5 nao
Petd' SBC sim 60 F Canil nao 5 nao
Petl0 SBC sim 60 F Canil nao 5 nao
Petl1l SBC sim 60 M Canil nao 5 nao
Cor SBC nao a0 M Rua sim 7 nao
Pret SBC sim 120 F Rua sim 7 nao
Patil Sao Paulo nao 50 M Casa nao 1 nao
Pj1 SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
Pj2 SBC nao 90 F Canil nao 20 nao
Pj3 SBC nao 120 F Canil nao 20 nao
Pj4 SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
Pj5 SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Pj6 SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Pj7 SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
pPj8" SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Pj9" SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
Pj10 SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
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(Continua)

Pj11 SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
Pj12 SBC nao 60 F Canil nao 20 nao
Pj13 SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Pj14" SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Pj15" SBC sim 60 M Canil nao 20 nao
Pj16 SBC sim 90 M Canil nao 20 nao
Pj17 SBC sim 90 M Canil nao 20 nao
Pj18 SBC nao 60 M Canil nao 20 nao
Tb1" TB sim 30 F Rua sim 3 Gatos e aves
Th2" TB sim 30 F Rua sim 3 Gatos e aves
Tb3 B sim 30 F Rua sim 3 Gatos e aves
Dul SBC sim 45 F Casa nao 5 nao
Du2 SBC sim 45 F Casa nao 5 nao
Du3 SBC sim 45 F Casa nao 5 nao

Gl Sao Paulo sim 150 F Canil nao 4 nao

G2 Sao Paulo sim 150 F Canil nao 4 nao
G3 Sao Paulo nao 150 F Canil nao 4 nao
G4 S&o Paulo nao 180 M Canil n&o 4 n&o

DL Sao Paulo nao 60 M Canlil nao 5 nao

DC Sao Paulo nao 60 M Canil nao 5 nao

TL Sao Paulo nao 60 F Canil nao 5 nao

TC Sao Paulo nao 60 F Canil nao 5 nao
Nick Sao Paulo nao 60 M Canil nao 5 nao
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(Concluséao)

R1 IS nao 30 F Canil nao 12 nao
R2 IS nao 30 F Canil nao 12 nao
R3 IS nao 30 M Canil nao 12 nao
R4 IS nao 30 F Canil nao 12 nao
R5 IS nao 30 M Canil nao 12 nao
R6 IS nao 30 M Canil nao 12 nao
R7 IS sim 30 F Canil n&o 12 n&o
RS IS sim 30 F Canil n&o 12 n&o
R9 IS nao 30 F Canil nao 12 nao
R10 IS nao 30 F Canil nao 12 nao

SA = Santo André

SBC = Sao Bernardo do Campo
SC = Sao Caetano do Sul

IS = Itapecerica da Serra

TBS = Taboao da Serra
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4.4 IDENTIDADES DE AMINOACIDOS

Para a regido de aminoacidos considerada da mpaiokéj a identidade média intra-
grupos para os grupos Tipo |, Tipo Il sublinhagemeQTipo Il sublinhagem 02 foram
todas de 100%, sendo que, em relacdo a amostraalate CCoV submetida ao
sequenciamento de DNA, a maior identidade ocorogu @ grupo Tipo Il sublinhagem
01, com um valor de 100%, seguido de 97,2% pargo IT sublinhagem 02 e 93,2%
para o Tipo I.

Considerando-se as identidades intergrupos, gaduas sublinhagens do Tipo | a
mesma foi de 98,6%, sendo que, em relacdo a astassdblinhagens e o grupo Tipo |,
a identidade média de aminoécidos foi de 94,5 2983respectivamente.

As identidades médias, minimas e maximas intrantergrupos encontram-se

expostas na tabela 1.

Tabela 1 Identidades (em porcentagem) de amincaondioimas, meédias e maximas
para os aminoacidos 156 a 229 (relativesgiiéncia de nimero de acesso
GenBank AY704916.1) da proteina de memdbM de amostras deoronavirus
canindCCo\) detectadas no presente estudo (em negrito) mamtiee com
sequéncias homodlogas recuperadas do Glenib@acordo com os respectivos
grupamentos: Tipo IGCoVTipo I; Tipollsub01 =CCoVTipo Il sublinhagem
01; Tipollsub02 €CoVTipo Il sublinhagem 02; Vac = Vacina con€&oV,
Séo Paulo, 2009

Grupo Minima Média Maxima
Tipo | 100 100 100
Tipollsub01 94,5 100 99,3
Tipollsub02 x Tipollsub01 94,5 98,6 97,096
Tipollsub02 100 100 100
Tipollsub01 x Tipol 90,5 94,5 93,1
Tipollsub02 x Tipol 93,2 93,2 93,2
Tipollsub01 x Vac 100 100 100
Tipollsub02 x Vac 97,2 97,2 97,2

Tipol x Vac 93,2 93,2 93,2
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5 DISCUSSAO

O coronavirus canino, tanto do tipo | quanto lyné patbgeno que vem merecendo
crescente atencdo em enterites de cdes em um mivadial em funcdo de sua
freqUiéncia de ocorréncia e diversidade genétiGexisténcia de patdtipos pantropicos
(EVERMANN et al., 2005; BUONAVOGLIA et al., 2006;EBCARO et al., 2008).

Por sua vez, os rotavirus, ainda que ndo se tgarstiem patdgenos de relevancia
para enterites em caes, podem ter nestes anirsarvarios e destes se transmitir para
outros animais, inclusive o homem (VONSOVER e @b3).

Na presente investigacdo, encontraram-se 47 agsdsitais de cades positivas para
Coronavirus canino em animais com e sem sinaisnderite de um total de 100
avaliadas, sendo que o sequienciamento de DNA adle®tas amostras revelou que 12
pertencem ao tipo Il e 10 ao tipo | deste virugjuanto que nenhuma destas amostras
se apresentou positiva para rotavirus.

Rotavirus ja foram encontrados em amostras feeagsiels no Brasil (GABBAY
et al., 2003; RUIZ et al., 2009), mas sado escagststos neste tema, mais
provavelmente em funcdo da baixa frequiéncia der@ecia e importancia deste virus
nesta espécie animal.

Assim, a auséncia de animais positivos para ratsxdentre os 100 amostrados
pode de fato ser uma indicacdo de que, para a ggulde caes estudada na regiao
geografica considerada, a frequiéncia deste vijasdsefato baixa, o que é concordante
com o relatado para rotavirus em cédes utilizande-smesma técnica de PAGE
(YESILBAG et al., 2007) e que, por sua vez, podeugea conseqiéncia da auséncia de
contato destes animais com animais de producao samos e bovinos, nos quais uma
elevada frequéncia de rotavirus é esperada (KAMK#& al., 1994), o que tornaria
mais provavel a transmissdo entre estas espécies edes, 0s quais ja foram
demonstrados como portadores de rotavirus mais roemie encontrados em outras
espécies animais (PALOMBO, 2002).

Ainda, deve ser considerado que a PAGE, utilizagla para a pesquisa de
rotavirus, apresenta uma baixa sensibilidade @@lguando comparada a técnicas
como a PCR (XU et al., 1990; ESTES; KAPIKIAN, 200@)que levaria a resultados

falso-negativos para animais que estivessem excetaaixos titulos virais nas fezes.
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Entretanto, quer os animais estudados nao apresentade fato qualquer
quantidade de rotavirus, quer fosse o caso de fumsados animais estudados
estivessem excretando rotavirus em titulos baixpsde-se especular que a
probabilidade de transmissao para seres humanaslevancia dos cées para a cadeia
epidemiolégica das rotaviroses na regido estudat minimizada.

Para uma mais detalhada compreensédo do papel ees@do reservatérios de
rotavirus, uma vez que, como exposto até este pontiiagnostico direto resulta em
baixa frequéncia de positivos, estudos voltadoseterchinacdo da ocorréncia de
anticorpos anti-rotavirus em cées se constituem uem método de eleicdo para
inquéritos epidemiolégicos de triagem, visto peineit inferir se os animais em estudo
tiveram, em qualquer momento de sua vida, comvésis.

Considerando-se o total de animais positivos pgresenca d€CoV, nota-se
uma elevada frequéncia de ocorréncia deste virugopalacdo estudada quando se
compara com os relatos de investigacbes similaesgp em machos quanto em
fémeas..

Por exemplo, em uma investigacdo realizada nocRgmdo (STAVISKY et
al., 2009), utilizando-se como método de diagndéssicnesma RT-PCR para o gene M
utilizada no presente estudo, observou-se umaé&uoa tdo baixa quanto 2,8% de um
total de 249 cédes amostrados, tendo sido positipesas 0s caes sem gastrenterite no
momento de colheita das amostras, sendo todas @sramclassificadas como tipo I,
sugerindo-se que estes animais estivessem ja erddasonvalescéncia para a doenca.

J& em cées com diarréia, a frequiéncia de ocoaréleccoronavirus canino ja foi
relatada como variando de 15 a 42% (BANDAI et H99; PRATELLI et al., 2000;
YESILBAG et al., 2004), sendo a variacdo, possiegite, devida a densidade
populacional e ao estado imunitario dos animais.

A densidade populacional é, de fato, capaz deaekevVreqléncia de ocorréncia
de CCoV, sobretudo em canis (SOKOLOW et al., 2005), opmpete ter impedido que a
ocorréncia no presente estudo fosse ainda masito gue o nimero de caes nos locais
amostrados variou de 1 a 20 (Quadro 1).

Com exposto em Material e Métodos, uma vez quéhurandos animais
amostrados havia sido vacinados contra a cororsgvicanina quando as amostras
fecais foram colhidas e que a vacinacdo contra cgitaca pode de fato diminuir a
ocorréncia deCCoV em caes (PRATELLI et al., 2003; PRATELLI, 2007pdp-se

sugerir que a auséncia de vacinagao tenha sidodamaazdes para tal frequéncia de
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deteccédo, tendo permitido que os animais estudadoreassem mais susceptiveis a
infeccao.

A auséncia de vacinacdo pode-se somar a precade ibs cides amostrados
como fator predisponente a infeccdo e doenca @€loV, visto que caes jovens sao
mais susceptiveis a estes eventos (POLLOCK; CARMIEH 1983).

Ainda, é necessario que se considere que os anforam amostrados em uma
ampla regido geografica, o que eleva a probabiiddel deteccdo de patdégenos em
funcado da diminuicdo de vicios amostras inerentsgaou aquela regiao.

Comparando-se a ocorréncia @€oV entre 0os animais com e sem diarréia no
momento de colheita, nota-se que, naqueles comrédiar a mesma foi
significativamente superior (p=0,003), 0 que denatgarticipacdo deste virus na
etiologia de gastrenterite nos casos aqui estudados

Deve-se destacar que esta assertiva deve serdaaroad cautela, pois, no presente
estudo, outros patégenos do trato entérico de q@egoderiam, em associacdo com
CCoVou em infecgBes Unicas, levar a sintomas simjla@®o calicivirus, astrovirus,
adenovirus, criptosporidium e giardias (PRATELLIat, 1999b; YESILBAG et al.,
2007) nao foram pesquisados.

Quanto a detec¢cdo @oVnos 16 caes sem sinais de gastrenterite, é pbgaes
mesmos se encontrassem ainda em periodo de inoupag# a coronavirose canina,
visto que a mesma pode ser de até 72 H&BPEL, 1987). Caso isto tenha sido que
ocorreu, é possivel que estes animais tenham d#silov diarréia no periodo que se
seguiu a colheita, ap6s o periodo de incubacéo.

De outro modo, pode-se sugerir que estes animdisssja tivessem passado pelo
periodo clinico da doenca, entrando em convaleacemgs inda excretanddCoV,
mesmo que em baixos titulos, detectaveis pela P@Rfumcdo de sua elevada
sensibilidade analitica (PRATELLI et al., 1999; PRALLI et al., 2000).

Finalmente, a prépria auséncia dos outros pat@gncitados poderia ter evitado
que a infeccado pdtCoVse manifestasse de forma mais severa nestesrh@igano que
poderia ser facilitado por varidveis ndo analisadaste estudo, como o estado
nutricional dos animais e a condic&o higiénicaquass 0s mesmos eram mantidos.

De todos os modos, o fato é que cdes sem sintdendiarréias mas com excrecao de
CCoVcomo os aqui detectados, a despeito dos fatoeetegassem a estes achados, se
constituem em uma importante fonte de infec¢éo patas caes, uma vez que passam

clinicamente ndo diagnosticados, mantendo a cag®demioldgica da coronavirose
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entérica canina, sobretudo quando se considera geeodo de excre¢cdo @CoV por
um cdo possa ser de até 156 dias, continuando magésoa cessacdo dos sintomas
(PRATELLI et al., 2002).

Destas 47 amostras @CoV detectadas, 22 resultaram em sequéncias viaveis
para o gene codificador da proteina de membransehfjo que, pela topologia obtida
na arvore genealdgica, 10 pertencem ao tipo laolto Il desta espécie viral.

Observando-se a distribuicdo das amostras tgdl sobre a populacdo canina
estudada expostos no quadro 1, pode-se notarlinaige que os dois tipos virais estao
amplamente distribuidos na regido geografica edfuda

De um modo mais aprofundado, ponderando-se smlmpologia da arvore
genealdgica apresentada na figura 2 os diferemdesop de colheita como casas,
abrigos de animais e hospitais/ clinicas vetem@sarinota-se que ndo houve
subgrupamentos préprios de um dado ponto, queagaaenostras do tipo |, quer para as
do tipo Il, o que pode significar que as linhageingis detectadas tém sua transmissao
perpetuada na populacdo canina e 0s possiveiga@®etam a rua para alguns dos caes
estudados (quadro 1) poderiam predispor tanto &igga deCCoV por um cédo quanto
para que um cao ja infectado comum a linhager@GeV a dissemine por contagio
indireto quando tenha acesso a rua.

Observando-se especificamente o grupamento rédedisramostras do tipo 1l do
CCoV, nota-se (figura 2) que trés amostras detectanl@sasente estudo resultaram em
uma sublinhagem, denominadas de CCoV tipo Il shhijen 02.

Pode-se sugerir que esta sublinhagem seja umagknin deCCoVtipo Il que
emergiu exclusivamententre cdes do Brasil, em funcdo de elevada fredgiée
CCoV, o0 que pode aumentar a probabilidade de aooeréde divergéncias, e de
possiveis falhas vacinais por diferencas entre @asamvacinal tipo Il e as amostras de
campo tipo I, e, dessa forma, a vacina nao dimma transmissao e novas linhagens
de CCoV Il emergiriam.

Em uma investigacdo similar realizada na Suéc&C(ETENAIRE et al., 2007),
uma sublinhagem déCoVtipo Il foi também encontrada naquele pais, aaatle-se a
mesma regido do gene M aqui considerada, além e §etendo-se sugerido que a
recombinacdo possa ter tido um papel na geracadifeleencas nas topologias das

arvores para cada regiao génica estudada.
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Ainda para o tipo Il deCCoV, uma sublinhagem foi também identificada na
Australia (NAYLOR et al., 2001), demonstrando getedende a ser um evento comum
para este tipo de CCoV.

E possivel, também, que a maior diversidade mieencontrada para o tipo I
impeca que a vacina controle eficientemente toddmlaagens do tipo Il, permitindo a
emergéncia e a perpetuagao de mutantes que esaapautralizacao.

Esta é uma hipotese plausivel quando se leva ata aaccomparacao da amostra
vacinal sequienciada, tomada dentre aquelas atuneem uso no Brasil, notando-se
qgue as identidades para as sub linhagens 1 e paldl foram, em média, de 100 e
97,2%, respectivamente, enquanto que, em relacépaah a mesma foi de 93,2%.

Além disso, a maior diversidade @&oV tipo Il fica evidente quando se nota
que a identidade média de aminoacidos para as m@madassificadas como tipo Il
sublinhagem 1, ou seja, excetuando-se a sublinh&gequi detectada, foi de 99,3%,
com minimo de 94,5% (tabela 1), enquanto que pdipod, todos as 12 amostras de
CCoV do presente estudo e as 3 sequéncias recapedadGenbank resultaram em
100% de identidade.

As sequéncias do gene M @€oV geradas no presente trabalho sdo as Unicas
disponiveis até o presente momento para amosigdiras do virus, considerando-se
tanto este quanto qualquer outro gene, 0 que néwitpe que a genealogia aqui
apresentada fosse somada de um numero maior edwaiso de sequéncias, que
poderiam apoiar ou contradizer os elementos dowsibbre a mesma.

Ainda que apenas uma pequena porcao do gene tidnprale membrana do
coronavirus canino tenha sido estudada na presemtstigacdo, o padrdo de
segregacao das sequéncias recuperadas do GenBankoédante com a classificacédo
encontrada nos registros das mesmas quanto altg@ds deste virus, o que vem a
validar ndo apenas a regido génica estudada, méEita 0 método de reconstrucdo
genealogica e 0 modelo evolutivo utilizados comiralidade de se esclarecer a
epidemiologia molecular da coronavirose entéricanza

A proteina M do coronavirus canino, em sua poggamo-terminal, € altamente
imunogénica (ESCUTENAIRE et al., 2007), mas, aiqda se possa sugerir que a
distancia em termos de aminoacidos para a prolMipassa em parte ser responsavel
por falhas vacinais, tais inferéncias podem sesmaguramente realizadas em estudos
baseados na proteina S, visto que a mesma € oipplinglvo para anticorpos

neutralizantes para os coronavirus (MASTERS ef@06).
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Assim sendo, para estudos futuros de genealogidC@eV em amostras
brasileiras, é fundamental que se utilize o gensoBretudo a porcao codificadora da
subunidade S1, para que relacdes antigénicas comaggossam ser estabelecidas com
maior seguranca.

O isolamento em cultivo celular amostras@igoV aqui detectadas, utilizando-
se, por exemplo, células da linhagem A-72, origind@lte fibroma canino, poderia
contribuir para um mais completo entendimento dasateristicas fenotipicas como
capacidade de formacdo de sincicios, intensidadefadtos citopaticos e periodos de
incubacdo e mesmo estudos mais aprofundados atzfgatogenia intracelular, como
vias de apoptose.

Além disso, uma vez isoladas amostras e cultivolaze poder-se-iam tanto
produzir soros hiperimunes para as diversas ansos@aestudarem as caracteristicas
antigénicas das mesmas como, por exemplo, em tstesutralizacdo cruzada.

Finalmente, estudos futuros devem ser expandidaa putras regides
geogréficas, tanto aqueles que visem coronavirogx@aguanto rotavirus em caes,
diversificando-se a amostragem para a inclusadoade provenientes de faixas etarias
mais avancadas, tanto com quanto sem gastrentgr@e um mais completo
entendimento da cadeia epidemioldgica da coronsientérica canina, bem como caes
provenientes de zona rural, onde o0 contato como®uéinimais torna possivel a

transmissao inter-epécies de rotavirus.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e das discussiesséas, pode-se concluir que:

» Caes jovens com enterite sintomatica, bem com@sadiio tiveram papel como
reservatorio para rotavirus, considerando-se @oeggografica e o periodo de
colheita de amostras.

* O CCoV ocorreu com uma frequéncia de 47% na pogalaganina estudada,
com frequéncia estatisticamente significativamestgerior naqueles com

diarréia do que naqueles sem diarréia.

* Amostras brasileiras de CCoV, com base em seqiieania parcial do gene
codificador da proteina de membrana M, ocorrenmotaotno tipo | quanto II,

sendo que, para o tipo I, ha uma linhagem tipicambrasileira.
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