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1. INTRODUCAO

O coronavirus canino (CCoV) pertence a familia Coronaviridae, género
Alphacoronavirus, espécie Alphacoronavirus 1 (ICTV, 2023). O genoma é
constituido por uma fita simples de RNA, sentido positivo. Sua estrutura € composta
de um envelope envolvendo o capsideo viral, onde estéo inseridas a glicoproteina
Spike (S), a qual confere uma aparéncia de coroa (HAAKE et al, 2020).
Genotipicamente, esta classificado em CCoV tipo | (CCoV-I) e CCoV tipo Il (CCoV-
II), conforme modificacdes na proteina S (DONG et al, 2022).

O CCoV possui a capacidade de infectar caes de diferentes idades, sexo e
racas (DONG et al, 2022), causando gerlimente uma diarreia de moderada a severa
(VLASOVA et al, 2021). HAAKE et al (2020) relata manifesta¢fes clinicas como
enterite hemorragica, enterite necrética e intussuscepcao ileocecal. Segundo
CERRACCHIO et al (2022), a infec¢do possui alta morbidade e baixa letalidade.
Contudo, a letalidade costuma ser alta em coinfec¢des com parvovirus e/ou quando
acomete filhotes (DONG et al, 2022). A rota fecal-oral configura a principal via de
transmissdo (DECARO, BUONAVOGLIA, 2011).

O diagnéstico da infeccao por CCoV torna-se de suma importancia como
diferencial de outras patologias, como parvovirose, cinomose e rotavirus (Vieira
2015). A técnica de RT-PCR (reverse transcription - polymerase chain reaction)
apresenta alta sensibilidade e especificidade para diagndstico de infec¢cdo por
CCoV (PRATELLI et al, 2000).

Tendo em vista a importancia clinica do CCoV em Medicina Veterinaria, o
trabalho teve por objetivo identificar a presenca do virus em amostras clinicas de
cdes do municipio de Pelotas. Foi eleita, como método de detecgédo, a técnica de
RT-PCR.

2. METODOLOGIA

As amostras provieram de seis clinicas veterinarias distribuidas no municipio
de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. As coletas foram realizadas no periodo que
compreende entre marco de 2021 e janeiro de 2022. Ao total, obteve-se 58
amostras, destas, 53 foram swabs retais e 5 de 6rgaos (intestino delgado e grosso),
referentes a 53 animais. O critério para coleta foi a presenca de sinais
gastrointestinais (anorexia, diarreia, vOmito) ou idade dos pacientes (caes jovens).

Os swabs foram transportados em solucdo comercial RNAlater Stabilization
Solution (Thermo Fischer Scientific) e armazenados em freezer -80° C. Os 6rgaos,
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apos serem retirados no Laboratério de Patologia da Universidade Federal de
Pelotas (UFPEL), foram armazenados também a -80° C.

A extracdo de acidos nucleicos totais e purificacao foram realizadas com kit
de extracdo Bio Gene Extracdo de DNA/RNA Viral, de acordo com as
especificacdes do fabricante. A obtencdo do cDNA (DNA complementar) a partir
do RNA extraido, deu-se através do kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit da Applied BiosystemsTM, de acordo com as especificacdes do
fabricante.

Para deteccéo, foi realizada uma nested-PCR descrita por PRATELLI et al
(2000), com alteracdes. O alvo da reacdo € a regido do RNA codificante da proteina
M de membrana. Os primers utilizados no primeiro round foram o CCV1 e CCV2
(Figura 1), num volume de 1 microlitro cada (10 picomol). Além dos primers,
adicionou-se 12,5 microlitros 1x GoTaq® Colorless Master Mix, 7,5 microlitros de
agua DNAse free e 3 microlitros do cDNA obtido, totalizando um volume de 25
microlitros na reacéo. As condi¢cdes de termociclagem foram: 95°C por 7 minutos;
35 ciclos de 94°C (1 minuto), 55°C (1 minuto), 72°C (1 minuto); e 72° por 7 minutos.
No segundo round, foram utilizados os primers CCV2 e CCV3, com 3 microlitros
obtidos do primeiro round, submetendo-se as mesmas condi¢cfes de termociclagem
anterior.

Os produtos obtidos no segundo round foram submetidos a uma eletroforese
em gel de agarose a 2%, numa cuba contendo TBE 0,5 X, a um diferencial de
potencial elétrico de 80 V por 1 hora. Empregou-se o brometo de etidio como
intercalante de DNA. A leitura foi realizada em um transiluminador, sendo que
bandas com um tamanho de 230 pb significavam um resultado positivo para CCoV.

Tabela 1. Primers iniciadores utilizados na semi-nested RT-PCR para a deteccao
de coronavirus canino descritos por PRATELLI et al. (2000).

. . . Tamanho
Primers Orientagdo Sequéncia (5’-3’) Posicéao do Amplicon
Ccvi Senso TCCAGATATGTAATGTTCGG 337-356
409bp
CCV2  Anti-senso  TCTGTTGAGTAATCACCAGCT 726-746
CCvs Senso GGTGTCACTCTAACATTGCTT 535-556 | 230 bp

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1: Eletroforese de produtos de RT-PCR para deteccao de CCoV. Vé-se o
marcador (1), controle postivo (2), amostras (3,4,5,6,7), controle negativo (8)
Fonte: Arquivo pessoal.
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Das 58 amostras, 7 foram positivas (apresentaram banda caracteristica como
observado na Figura 1) para a presenca de RNA de CCoV. Destas, 6 eram swabs
retais e 1 de intestino grosso. Todas representavam animais diferentes,ou seja, 7
positivos num total de 53 (13,2%). Os animais com resultados positivos tinham
idades entre 3 meses e 4 anos. Os dados sobre os animais estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Dados clinicos dos animais onde foi possivel detectar CCoV.
Idade Sexo Sinais clinicos
3 meses Macho VoOmito, diarreia e desconforto abdominal
6 meses Fémea Anorexia, diarreia e desconforto abdominal
3 meses Macho Diarreia, anorexia, vomito e desconforto abdominal
3 meses Macho VoOmito, diarreia e desconforto abdominal
3 meses Macho VoOmito, diarreia, anorexia e desconforto abdominal
1 ano Macho Diarreia
4 anos Fémea VoOmito

A literatura reporta que o CCoV apresenta distribuicdo global (HAAKE et al,
2022), sendo evidenciado pela presenca de CCoV nas amostras coletadas em
Pelotas. Além disso, COSTA (2013) realizou um estudo no Estado do Rio de
Janeiro entre os anos 2005 e 2012, revelando uma prevaléncia de
aproximadamente 15 %, algo proximo do presente estudo (13,2%). Importante
salientar que o critério de amostragem utilizado por COSTA (2013) foi semelhante
do presente trabalho (animais com sintomatologia gastrointestinal).

Ainda que contemplados animais ndo sintomaticos (n=9), foi possivel observar
gue todas as amostras positivas provieram de cdes com manifestacées clinicas
gastrointestinais. Como o CCoV pode desenvolver uma infeccdo assintomatica
(DEZENGRINI; WEIBLEN; FLORES, 2007), surge a possibilidade de mudar os
critérios de amostragem, incluindo um namero maior de animais assintomaticos.

Segundo PRATELLI (2006), todos os caes séo suscetiveis, independente da
idade. No presente estudo, embora tenha sido detectado na maioria em animais
jovens, houve 1 animal com idade de 4 anos (apresentava diarreia).

4. CONCLUSOES
Através de RT-PCR foi possivel detectar a presenca de CCoV em cées no
municipio de Pelotas. O trabalho demonstra a circulagdo do virus no municipio de
Pelotas.
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