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RESUMO

O virus da cinomose canina (CDV) é classificado no género Morbillivirus da familia
Paramyxoviridae e é 0 agente etiologico de uma das mais importantes doencas virais de
canideos domeésticos. A cinomose ocorre em todo o mundo e produz alta mortalidade
em populagdes imunologicamente naive. Apesar de encontrar-se bem controlada pela
vacinacao, casos de cinomose ocorrem esporadicamente tanto em cées vacinados quanto
em ndo vacinados. Uma das causas suspeitas desta falha vacinal é a grande variabilidade
genética entre cepas de CDV. O objetivo deste trabalho foi detectar e analisar a
variabilidade genética do CDV circulante no Pais. Foram coletados 386 suabes retais de
cdes em diversas regides do Brasil, dos quais se detectaram 155 positivos através de
uma RT-nested-PCR de um fragmento do gene do nucleocapsideo. Destes, 23 foram
selecionados para amplificagdo parcial do gene da hemaglutinina, sequenciamento e
andlise filogenética. A grande maioria das sequéncias obtidas agrupou no gendtipo
Ameérica do Sul-1, que inclui isolados da Argentina e do Uruguai, com excecdo de uma
amostra similar a cepa vacinal Rockborn. A andlise filogenética sugere a presenca de
pelo menos sete subgenétipos do genétipo América do Sul-1 circulando neste
continente. O grupo América do Sul-11 é formado somente por isolados da Argentina.
Além disso, propde-se que este grupo e os clados Rockborn-like e Europa Selvagem

sejam denominados subgendtipos dentro de um gendtipo unico.

Palavras-chave: cdo, cinomose, genotipo, América do Sul, diagnéstico



ABSTRACT

Canine distemper virus (CDV) is classified in the genus Morbillivirus within the family
Paramyxoviridae and is the etiologic agent of one of the most important viral diseases
of domestic Canidea. It occurs worldwide and produces high mortality in
immunologically naive populations. Despite being well controlled by vaccination, cases
of canine distemper occur sporadically in vaccinated and unvaccinated dogs. One of the
suspected causes of this vaccine failure is the great genetic variability between strains
of CDV. The objective of this study was to detect and analyze the genetic variability of
CDV circulating in our country. Rectal swabs were collected from 386 dogs in various
regions of Brazil, of which 155 were found positive by a nested RT-PCR of a fragment
of the nucleocapsid gene. Of these, 23 were selected for partial amplification of the
hemagglutinin gene, sequencing and phylogenetic analysis. The vast majority of
sequences obtained grouped in genotype South America-I, which includes isolates from
Argentina and Uruguay, with the exception of a sample similar to the vaccine strain
Rockborn. Phylogenetic analysis suggests the presence of at least seven subgenotypes
belonging to South America-l genotype, circulating in this continent. The group South
America-11 consists only of isolates from Argentina. Furthermore, it is proposed that
this group and clades Rockborn-like and Europe Wildlife are denominated

subgenotypes within a single genotype.

Keywords: dog, canine distemper, genotype, South America, diagnosis
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1 INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (CDV), género Morbillivirus € um dos principais
agentes virais na populacdo canina, alem de infectar diversas outras espécies de
carnivoros. Em cées, a infeccdo acomete principalmente animais jovens, causando
sinais respiratorios, digestivos e neuroldgicos. Estd entre as principais causas de
mortalidade, principalmente em filhotes ndo vacinados.

A partir da década de 60, quando foram produzidas as primeiras vacinas anti-
CDV, houve grande reducdo do seu impacto na populacdo canina. Em paises
desenvolvidos a cinomose estd bem controlada pela vacinagdo, no entanto, casos
ocorrem esporadicamente, tanto em animais vacinados quanto em ndo vacinados, e a
gama de hospedeiros suscetiveis a infec¢do continua se expandindo.

Os sinais clinicos da cinomose, por ser uma afec¢do multissistémica, sdo por
vezes inespecificos, sendo facilmente confundidos com outros agentes patogénicos. O
diagnéstico laboratorial baseado em exame hematoldgico e sorolégico muitas vezes nao
é conclusivo. A histopatologia possibilita o diagnostico definitivo através da observacgédo
de corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos, mas o resultado negativo nao exclui a
infeccdo.

Técnicas como a RT-PCR permitem a deteccdo do genoma viral com alta
sensibilidade e especificidade, e estdo se tornando exames de rotina. A anélise
filogenética do gene da hemaglutinina, o mais variavel entre os morbilivirus, permite a
classificacdo de cepas em gendtipos, os quais se agrupam em relacdo a distribuicéo
geogréfica, independente da espécie do hospedeiro infectado.

O objetivo deste trabalho foi realizar a deteccdo e anélise filogenética das cepas
do virus da cinomose canina circulantes no Brasil, coletadas de caes de diversas cidades
do Pais, apresentando ou ndo sinais sugestivos de cinomose, para compara¢do com
amostras representativas e de referéncia, tanto vacinais quanto de campo e de diversas

espécies animais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico

Estudos filogenéticos indicam que o virus do sarampo e o virus da peste bovina
divergiram durante os séculos XI e XII. A divergéncia do virus da cinomose canina
parece ter ocorrido mais recentemente, com o primeiro caso descrito em 1905 por Henri
Carré, que, entdo, mostrou que o agente infeccioso era ultrafiltravel. Assim,
inicialmente, a cinomose foi denominada Doenca de Carré. Sabe-se agora que 0 Virus
afeta todas as populagdes de cdes domeésticos e muitas espécies de animais selvagens. O
virus contribuiu para a quase extin¢do de furdes-de-patas-negras e para a extingdo do
tigre da Tasmania e uma espécie de cdo selvagem africano (MURPHY, 2012).

A cinomose é uma doenca febril aguda altamente contagiosa que é conhecida
desde, pelo menos, 1760. Edward Jenner descreveu pela primeira vez o curso e as
caracteristicas clinicas da doenca em 1809. E hoje comparativamente rara em c&es
domeésticos em muitos paises desenvolvidos, sendo bem controlada pela vacinacdo. Os
casos clinicos que ocorrem em paises desenvolvidos invariavelmente estdo ligados a
cées ndo vacinados ou incompletamente vacinados, especialmente aqueles que vivem
em abrigos ou centros de ado¢do (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

O primeiro projeto importante sobre o virus da cinomose canina foi
desenvolvido no Instituto Nacional para Pesquisa Médica de Mill Hill (NIMR), devido a
sua semelhanca com doengas humanas, tais como sarampo e gripe, no momento em que
havia grandes surtos de sarampo e a pandemia de gripe de 1918. Contribuicbes de
proprietarios de cdes permitiram que o patologista Patrick Laidlaw e o Médico
Veterinario George Dunkin confirmassem o trabalho de Carré e, em 1929,
desenvolveram a primeira vacina, utilizando tecidos de um céo infectado, os quais
foram macerados, filtrados e tratados quimicamente, gerando uma vacina inativada
(MURPHY, 2012).

2.2  Caracterizacéo do virus, genoma e replicacao

O virus da cinomose canina (CDV) é classificado como um membro do género
Morbillivirus, juntamente com o virus do sarampo (MV), virus da peste bovina (RPV),
virus da peste dos pequenos ruminantes (PPRV), morbilivirus dos cetaceos (CeMV) e

virus da cinomose focina (PDV), ordem Mononegavirales, da familia Paramyxoviridae,
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subfamilia Paramyxovirinae (KING et al., 2011). O CDV e o PDV sé&o os morbilivirus
mais relacionados, e € provavel que o PDV tenha derivado do CDV (Figura 1)
(BARRETT, 1999).

Figura 1. Arvore filogenética demonstrando a relagio entre os diferentes morbilivirus, baseada
no gene da fosfoproteina. Adaptado de Barrett (1999).
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Por ser um virus envelopado, o CDV é inativado por solventes lipidicos como
cloroférmio e éter. Também é inativado por formalina, fenol, agentes oxidantes e
solucdes de hipoclorito (APPEL; GIBBS; MARTINS, 1981). E sensivel a pH 4cido e ao
aquecimento a 56°C por 30 minutos. Os virions sdo extremamente labeis, mas
permanecem Vviaveis a temperaturas de -50°C ou menos por muitos meses, porém
episddios de congelamento e descongelamento podem inativar a infectividade. Os
virions apresentam uma densidade de 1,18 a 1,23 g/mL, determinada por centrifugacao
em gradiente de sacarose (ARNS et al., 2012).

O genoma dos morbilivirus é constituido por uma cadeia de RNA de fita simples
de polaridade negativa, ndo segmentada, de aproximadamente 15,9 kb. Possui seis
genes gue codificam oito proteinas virais, duas ndo estruturais, C e V, e seis proteinas

estruturais: a proteina do nucleocapsideo (NC), a fosfoproteina (P), a proteina da matriz
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(M), a proteina de fusdo (F), a hemaglutinina (H) e a grande proteina (L). O gene P gera
trés proteinas através da presenca de fases de leitura sobrepostas. Das proteinas
estruturais, trés estdo associadas ao nucleocapsideo (a proteina do nucleocapsideo, a
fosfoproteina e a grande proteina) e trés proteinas estdo associadas a membrana (a
proteina da matriz proteica ndo glicosilada, e duas proteinas de envelope glicosiladas - a
proteina de fusdo e a hemaglutinina) (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; RIMA, 1983).
Por possuir polaridade negativa, o genoma desnudo ndo é infeccioso quando
introduzido em células permissivas (ARNS et al., 2012). A Figura 2 apresenta uma

representacdo esquematica da estrutura e genoma de um morbilivirus.

Figura 2. Organizacdo esquematica da estrutura da particula viral e organizagdo do genoma de
um virus do género Morbillivirus. Adaptado de Moss & Griffin (2006).
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As particulas viricas sdo envelopadas, aproximadamente esféricas ou
pleomdrficas, com 150 a 300 nm de didmetro. Particulas filamentosas sdo relativamente
frequentes e podem ter entre 1.000 e 10.000 nm de extensdo. Nos virions intactos, a

Unica estrutura visivel por microscopia eletronica (ME) é o envelope, com 7 a 15 nm de
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espessura, recoberto por projecdes de 8 a 20 nm de extensdo, constituidas pelas
glicoproteinas de superficie (APPEL, 1987). A Figura 3 apresenta uma fotografia de
ME de virus dessa familia.

O nucleocapsideo possui simetria helicoidal, apresenta entre 13 e 18 nm de
diametro por 600 a 1.000 nm de extensdo. E formado por um complexo que inclui o
genoma RNA, conjugado com aproximadamente 2.500 copias da proteina NC, ao qual
estdo associadas 300 copias da proteina P e 50 moléculas da proteina L. Além das
glicoproteinas do envelope e das proteinas do nucleocapsideo, os virions contém
multiplas copias da proteina da matriz que preenchem o espaco entre o nucleocapsideo e
o envelope (ARNS et al., 2012).

Figura 3. Eletromicrografia de contraste negativo de particulas virais intactas do virus
parainfluenza 5 (género Rubulavirus), pertencente a familia Paramyxoviridae. A barra

representa 10 nm. Adaptado de King et al. (2011).

As espiculas do envelope sdo compostas por duas glicoproteinas, a proteina de
fusdo e a hemaglutinina. Ambas tém papéis importantes no patogenia das infecgbes. A
glicoproteina H € responsavel pela ligagdo aos receptores, enquanto a F medeia a fusdo
do envelope viral com a membrana plasmética da célula hospedeira. A fusdo iniciada
pela proteina F ndo é dependente de um ambiente com pH baixo (APPEL, 1987;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A funcdo primaéria da proteina hemaglutinina é a ligacdo aos receptores celulares
do hospedeiro. O principal receptor identificado é o CD150 (também conhecido como
SLAM - molécula de ativacdo da sinalizagdo de linfdcitos). A SLAM é expressa em
linfocitos T e B ativados e células apresentadoras de antigeno (MOSS; GRIFFIN,
2006). No entanto, as células epiteliais e neurais também sdo afetadas pelo CDV in vivo.
Recentemente, foi sugerido que nectina-4 também esta envolvida na viruléncia, como
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receptora em células epiteliais (PRATAKPIRIYA et al., 2012). Outra molécula que esta
envolvida na infeccdo de células em cultivo é a CD9, uma proteina transmembrana que
facilita a infeccdo (LOFFLER et al., 1997; SCHMID et al, 2000).

A proteina H interage com a F para mediar a fixacdo e fusdo do envelope viral
com a membrana da célula hospedeira, permitindo a entrada do virus na célula (MOSS;
GRIFFIN, 2006). Possui atividade de hemaglutinagdo, a qual é utilizada na
identificacdo de isolados e também em diagndstico (VON MESSLING et al., 2001).

A maior variacdo antigénica é encontrada na proteina H (BLIXENKRONE-
MO@LLER et al., 1993), a qual pode variar cerca de 10% entre os isolados (HAAS et al.,
1997; HASHIMOTO; UNE; MOCHIZUKI, 2001; VON MESSLING et al., 2001). Por
este motivo, tem sido o foco primario de estudos epidemiologicos moleculares sobre
CDV (MURPHY et al.,, 1999). A sequéncia deduzida da proteina H mostra uma
identidade de 36% com o virus da peste bovina e com o virus do sarampo. As
identidades de nucleotideos sdo mais elevadas (52% com RPV e 53% com MV)
(CURRAN; CLARKE; RIMA, 1991).

A proteina de fusdo é sintetizada como um precursor inativo (FO) que tem de ser
ativado por clivagem proteolitica pelas proteases celulares. Os peptideos clivados (F1 e
F2) permanecem em estreita proximidade em virtude da ligac&o por pontes dissulfeto. A
natureza especifica do processo de clivagem e as caracteristicas da proteina diferem
entre os diferentes géneros de paramixovirus. A clivagem do precursor é essencial para
a infectividade e é um fator determinante da patogenicidade (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011). Esta glicoproteina é responséavel pela fusdo do envelope viral com a
membrana celular, permitindo a penetracdo do nucleocapsideo na célula hospedeira. A
clivagem ocorre nos estagios finais do ciclo replicativo, no interior de vesiculas do
complexo de Golgi, durante o transporte das proteinas virais para a membrana
plasmatica. Cepas que clivam a FO com mais eficiéncia tendem a ser mais virulentas,
em contraste com cepas deficientes na clivagem (ARNS et al., 2012). Appel et al.
(1984) propbs que a proteina F do MV seria a principal responsavel pela protecédo
cruzada em cées.

A proteina do nucleocapsideo é abundante nos virions e se associa intimamente
ao genoma viral, formando o nucleocapsideo, sendo responsavel pela protecdo do
genoma contra a digestdo por nucleases. Essa proteina permanece associada com o
genoma mesmo durante a transcricao e replicagdo. A proteina NC também participa da

morfogénese das novas particulas virais, pela interacio com a proteina M. A
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concentracdo intracelular de proteina NC parece ser o principal fator que controla a
transicdo entre transcricdo (no inicio da infeccdo) e replicacdo do genoma (em etapas
tardias do ciclo replicativo). Aproximadamente 80% da sequéncia da proteina NC é
muito conservada entre os paramixovirus (ARNS et al., 2012).

A proteina de matriz € a proteina mais abundante no virion, preenchendo o
espaco entre o nucleocapsideo e o envelope. Ela interage com o envelope lipidico, as
caudas citoplasmaticas das proteinas F e H, e a ribonucleoproteina (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011). Essa interacdo entre o nucleocapsideo viral e a membrana da célula
hospedeira ¢ muito importante durante o processo de morfogénese, maturacdo e
brotamento de novas particulas (ARNS et al., 2012). A proteina M também esta
implicada no controle do nivel de sintese de RNA (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A proteina L é a menos abundante dos virions (aproximadamente 50 cdpias por
virion) e representa a subunidade catalitica da RNA-polimerase RNA-dependente
(RdRp). A sequéncia de nucleotideos do gene da proteina L é muito conservada entre os
membros de uma mesma subfamilia (ARNS et al., 2012).

A fosfoproteina € um componente essencial do complexo replicase. Embora toda
a atividade catalitica da transcriptase viral seja atribuida a proteina L, esta somente se
liga ao complexo ribonucleoproteina (RNA:N) na presenca da proteina P. O sitio de
ligacdo da proteina P ao complexo RNA:N ¢é relativamente conservado entre os
membros da subfamilia Paramyxovirinae. Um mecanismo, conhecido como edicdo de
RNA, permite que varias proteinas diferentes sejam produzidas a partir do gene P; no
caso dos morbilivirus, sdo produzidas as proteinas V e C (ARNS et al., 2012). A
proteina P regula a transcricdo, a replicacdo e a eficiéncia com que a nucleoproteina se
insere € monta 0s nucleocapsideos. A proteina M liga ribonucleoproteinas com
proteinas do envelope durante a montagem do virion (MOSS; GRIFFIN, 2006).
Juntamente com a proteina NC, a proteina P forma agregados citoplasmaticos
conhecidos como corpusculos de incluséo nas células infectadas (ARNS et al., 2012).

As proteinas adicionais, V e C, sdo formadas pela alteracdo da fase de leitura do
mRNA do gene P, resultando em uma sequéncia diferente de aminoacidos. Essas
proteinas, embora ndo essenciais a replicacao viral, auxiliam na sobrevivéncia do virus
in vitro e sdo importantes determinantes da viruléncia. Uma regulacdo da sintese do
RNA gendmico viral também € exercida pela proteina C. As proteinas V e C também

possuem participacdo na evasao da resposta imune inata pelo virus (ARNS et al., 2012).
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Com relagdo as estratégias de replicacdo, os paramixovirus sdo agrupados na
classe V, conforme a classificagdo de Baltimore. Em cultivos celulares o ciclo
replicativo geralmente se completa em 14 a 30 horas, mas pode ter menor duracao
(ARNS et al., 2012).

Os paramixovirus replicam no citoplasma de células infectadas, sem a
necessidade de funcBes nucleares. As proteinas de ligacdo reconhecem receptores
compativeis na superficie de células hospedeiras. O receptor CD150 é encontrado em
linfocitos, macrdfagos e células dendriticas, o que explica o forte tropismo destes virus
por estes tipos de células. Apoés a ligagdo, a proteina F serve de mediadora para a fuséo
do envelope viral com a membrana plasmaética, a um pH fisiolégico (MACLACHLAN,;
DUBOVI, 2011). Para que a proteina precursora FO exerca sua funcdo fusogénica, é
necessaria a sua prévia clivagem em F1 e F2 por proteases celulares. Células infectadas
podem se fusionar, formando sincicios ou células gigantes multinucleadas
caracteristicas, que podem produzir necrose tecidual in vivo. Por ndo requerer pH baixo
para a fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica da célula, sdo chamados
virus pH independentes (ARNS et al., 2012).

O nucleocapsideo liberado no citoplasma deve permanecer intacto, com todas 0s
suas trés proteinas associadas (NC, P e L), sendo necessérias para a transcri¢do inicial
do genoma RNA viral pela RdRp; a sintese de mMRNA € iniciada na auséncia de sintese
proteica. O complexo polimerase inicia a sintese de RNA em um Udnico local na
extremidade 3’ do RNA gendmico, e 0 genoma € transcrito progressivamente em seis
mRNAs por um mecanismo de sintese sequencial interrompida, devido a presenca de
uma regiéo intergénica que pode desintegrar o complexo polimerase. Este processo de
terminacdo-reiniciacdo controla a sintese do mRNA de tal modo que a quantidade de
MRNAS individuais diminui com o aumento da distancia da extremidade 3 do genoma,
gerando um gradiente de mRNA policistrénico (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Os
mRNAs contém 5’ cap na extremidade e sdo poliadenilados, sendo traduzidos em
proteinas pelos ribossomos celulares (ARNS et al., 2012).

As etapas de transcricdo e traducdo prosseguem até que ocorra 0 acumulo das
proteinas virais no citoplasma das células infectadas (ARNS et al., 2012). Quando a
concentracdo da proteina NC atinge um nivel critico, uma sequéncia promotora na
extremidade 3’do genoma € transcrita e a proteina NC se liga a cadeia de RNA
nascente. Isto altera a polimerase e a faz ignorar sinais de terminacdo, ou seja, O

complexo polimerase cessa a produgdo de mRNAs individuais e uma fita antigendmica
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completa é produzida (sentido positivo). Em seguida, esta fita antigendmica complexada
com a proteina NC serve como molde para a produgdo de RNA gendmico de sentido
negativo. Entdo incia-se uma segunda fase de sintese de mRNA a partir do RNA
genémico produzido, amplificando assim drasticamente a sintese de proteinas virais
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). As proteinas NC e P parecem desempenhar um
papel importante nessa transi¢cdo entre transcricdo e replicacdo, fazendo com que o
complexo replicase ndo reconheca os sinais de terminacdo existentes nas regides
intergénicas (ARNS et al., 2012).

A medida que so sintetizadas, as moléculas de RNA de sentido negativo se
associam com moléculas da proteina NC, formando nucleocapsideos helicoidais
flexiveis que, posteriormente, se associam com as proteinas P e L. A montagem dos
nucleocapsideos ocorre concomitantemente com a sintese do RNA antigenémico e
gendmico, e 0s RNAs virais somente sdo encontrados como nucleocapsideos no interior
da célula (ARNS et al., 2012).

A primeira etapa da morfogénese envolve a associacao entre as proteinas NC e o
genoma, seguido da adicdo do complexo L-P. A segunda etapa da montagem ocorre na
membrana plasmatica. As glicoproteinas H e F s8o produzidas no reticulo
endoplasméatico e modificadas no complexo de Golgi, e transportadas em vesiculas
trans-Golgi até a membrana plasmatica, onde sdo inseridas. Durante este transporte, a
proteina precursora FO é clivada em F1 e F2 (ARNS et al., 2012).

As etapas seguintes da morfogénese sdo pouco conhecidas. Acredita-se que
mualtiplas copias da proteina M sejam transportadas até a membrana plasmatica, onde se
associariam com as caudas citoplasmaticas das glicoproteinas ali inseridas. Os
nucleocapsideos, entdo, interagiriam - através da proteina NC - com as moléculas da
proteina M, resultando na sua protrusdo e brotamento na membrana plasmatica e no
egresso dos virions. A Figura 4 representa um esquema do ciclo replicativo dos
paramixovirus (ARNS et al., 2012).

Resumidamente, a maturagdo do virion envolve: (1) a incorporagdo de
glicoproteinas virais em fragmentos da membrana plasmatica da célula hospedeira; (2) a
associacdo da proteina de matriz e de outras proteinas ndo glicosiladas com esta
membrana da celula hospedeira alterada; (3) o alinhamento do nucleocapsideo sob a
proteina M, (4) a formacdo e liberacdo via brotacdo dos virions maduros
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).
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Figura 4. llustracdo esquematica do ciclo replicativo do virus do sarampo. Adaptado de Moss;
Griffin (2006).
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2.3  Epidemiologia

Além de cdes domésticos, a cinomose afeta varias outras espécies de carnivoros,
incluindo demais espécies da familia Canidae e membros das familias Ailuridae,
Hyaenidae, Mustelidae, Procyonidae, Ursidae, Viverridae, Felidae e primatas ndo-
humanos (Cercopithecidae), entretanto, o cdo representa o principal reservatério para o
virus e serve como fonte de infeccdo para carnivoros selvagens (VAN MOLL et al.,
1995). O espectro de hospedeiros do CDV tem aumentado desde a década de 1990,
guando diversas espécies de animais selvagens foram infectadas e morreram em
zooldgicos nos Estados Unidos da América e em parques na Africa (CARPENTER et
al., 1998). No entanto, a sua maior importancia na rotina veterinaria esta relacionada
com as manifestacfes clinicas em cdes domésticos (ARNS et al., 2012). A Figura 5

demonstra a distribuigdo do virus entre cées e hospedeiros selvagens.
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Figura 5. Ciclo natural do virus da cinomose e transmissao acidental para espécies de vida livre.

Hospedeiros Ciclo natural Hospedeiros
acidentais acidentais

A suscetibilidade ao CDV varia entre espécies de canideos ndo domeésticos,
embora muitas vezes os sinais clinicos sejam semelhantes aos descritos em caes.
Infecgbes naturais ou doencas induzidas por vacinacdo foram documentadas em caes
cacadores africanos (Lycaon pictus) (ALEXANDER et al., 1996), dingos australianos
(Canis dingo) (ARMSTRONG; ANTHONY, 1942), cachorro-vinagre da América do
Sul (Speothos venaticus) (MCINNES; BURROUGHS; DUNCAN, 1992), lobos-guara
(Chrysocyon brachyurus) (THOMAS-BAKER, 1985), hienas (Crocuta crocuta)
(HAAS et al., 1996), otdcions (Otocyon megalotis) (ROELKE-PARKER et al., 1996),
guaxinins (Nyctereutes procyonoides) (CHA et al., 2012), coiotes (Canis latrans)
(GESE et al., 1997), raposas (Vulpes vulpes) (ZHAO et al., 2010), raposas cinzentas
(Urocyon cinereargenteus) (DAVIDSON et al., 1992) e lobos selvagens (Canis lupus)
(MULLER et al., 2011).

Além dos canideos, o CDV causa doencga importante em varias espécies de
felideos, incluindo leopardos (Panthera pardus), tigres (Panthera tigris), ongas-pintadas
(Panthera onca) (APPEL et al., 1994) e lince-ibérico (Lynx pardinus) (MELI et al.,
2010). Em 1994, uma epidemia de CDV foi responsavel pela morte de 30% dos ledes
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(Panthera leo) no ecossistema do Serengeti, na Africa (ROELKE-PARKER et al.,
1996). Durante essa epidemia, espécies de outras familias também foram infectadas,
incluindo hienas (HAAS et al., 1996) e otocions (ROELKE-PARKER et al., 1996),
assim como populacdes de cdes domeésticos nos arredores (CLEAVELAND et al.,
2000). Infeccdo experimental com CDV em gatos domésticos, assim como em suinos,
resulta em soroconversdo, mas ndo em doenca clinica (APPEL et al., 1974).

Entre os mustelideos, foram relatados casos em martas (Martes foina) (ZHAO et
al., 2010), sendo um agente especialmente nocivo em furdes domésticos (Mustela
putorius) e furBes-de-patas-negras (Mustela nigripes), altamente suscetiveis a infec¢do
natural com taxa de mortalidade de 100% (DAVIDSON, 1986). Varios ursideos e
ailurideos sdo suscetiveis ao CDV, mas o maior nimero de relatos € em pandas
vermelhos (Ailurus fulgens), suscetiveis a infeccdo induzida por vacinacdo (BUSH et
al., 1976), e pandas gigantes (Ailuropoda melanoleuca) (QUI; MAINKA, 1993). Entre
os viverrideos, duas espécies sdo suscetiveis: o binturong (Arctictis binturong) (HUR et
al., 1999) e a civeta mascarada (Paguma larvata) (MACHIDA et al., 1992).

Alguns surtos também foram relatados em primatas nio-humanos na Asia,
incluindo macacos rhesus (Macaca mulatta) (SUN et al., 2010) e macacos
caranguejeiros (Macaca fascicularis) (SAKAI et al., 2013).

No Brasil, o CDV foi detectado também em uma raposa do campo (Lycalopex
vetulus) no Estado de Sdo Paulo (MEGID et al., 2010). Seis ongas-pintadas e um puma
(Puma concolor) foram soropositivos em outro estudo realizado em S&o Paulo (NAVA
et al., 2008).

Alem disso, as populagBes de animais sensiveis parecem ainda estar se
expandindo. Nos ultimos anos, morbilivirus intimamente relacionados foram detectados
em surtos de doencas fatais em focas (KENNEDY et al., 2000) e catetos (Tayassu
tajacu) (APPEL; REGGIARDO; SUMMERS, 1991).

A cinomose acomete cdes de qualquer idade, raca e sexo (TIPOLD;
VANDEVELDE; JAGGY, 1992), mas tem maior predilecdo por filhotes entre trés e
seis meses de idade, ndo vacinados, ap6s terem perdido 0s anticorpos maternos
(CHAPPUIS, 1995; GREENE; APPEL, 2006; HEADLEY; GRACA, 2000). Em um
estudo conduzido por Figuera et al (2008), foram avaliadas as principais causas de
morte ou razdes para eutanasia de cdes necropsiados na Mesorregido do Centro
Ocidental Rio-Grandense, sendo a cinomose a doenga mais diagnosticada em adultos

(12,3%) e a segunda doenca mais prevalente em filhotes (17,2%), com baixa frequéncia
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(2,8%) em animais idosos. Headley & Graga (2000) apontam que ragas dolicocefalicas
aparentemente sdo mais afetadas que as braquicefalicas.

A morbidade e a mortalidade variam muito entre carnivoros. A taxa de letalidade
de furbes domesticos (Mustela putorius furo) se aproxima de 100% (DAVIDSON,
1986), enquanto que 50-70% de cdes domésticos infectados podem permanecer
portadores assintomaticos (GREENE; APPEL, 2006).

2.4 Patogenia e sinais clinicos

A rota principal de infeccdo por CDV € através da inalacdo de aerossois com
particulas virais (APPEL; SUMMERS, 1999). Os cdes com infec¢do aguda sistémica
excretam o virus em suas fezes, saliva, urina e exudatos conjuntivais e nasais,
independentemente de apresentarem sinais clinicos ou ndo, a partir do 5° dia apés a
infeccdo, ou seja, antes do aparecimento de sinais clinicos, e continua, por vezes, por
semanas (APPEL; GILLESPIE, 1972; APPEL, 1987).

Apds infeccdo respiratdria por aerossol, o virus se replica primariamente dentro
de macrofagos nos tecidos do trato respiratorio superior, €, em seguida, rapidamente se
espalha para as amigdalas e ganglios linfaticos regionais. O CDV infecta as células que
expressam 0 receptor SLAM, que estd presente nos timdcitos, linfdcitos ativados,
macrofagos e células dendriticas. O tropismo do virus da cinomose canina para estas
células explica o seu grave efeito imunodepressor, o que provavelmente reflete a
destruicdo das celulas imunes virus-mediadas, bem como a inducéo de vérias citocinas
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Os linfocitos T sdo mais afetados que os linfocitos
B (IWATSUKI et al., 1995). A diminuicdo de linfécitos T CD4+ é rapida e persiste
durante varias semanas. Como a percentagem de linfdcitos infectados é baixa, 0s
mecanismos de imunodepressao ndo sao claros (KERDILES et al., 2006).

Diversas variagdes na duracdo e gravidade da doenca tém sido relatadas em
animais experimentalmente e naturalmente infectados. A viruléncia da cepa viral, as
condi¢Ges ambientais, a idade do animal e a resisténcia individual de cada hospedeiro
contribuem para essa variagdo (APPEL, 1987).

Apos a multiplicagdo em linfonodos regionais, o virus entra na corrente
sanguinea, onde circula dentro de linfocitos B e T infectados. A viremia priméria é
sincrone com o primeiro pico de febre, e o virus, entdo, dissemina-se para todos os

tecidos linféides (baco, timo, linfonodos, medula 6ssea), incluindo tecidos linféides
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associados ao intestino e macrofagos de tecidos, tais como as células de Kupffer no
figado (APPEL, 1987; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A progresséo da infeccdo depende da resposta imune do animal. A maioria dos
cdes desenvolve uma resposta imune celular e humoral eficaz e ndo manifesta sinais
clinicos da doenca. Os cdes infectados que ndo conseguem montar uma resposta
eficiente acabam por apresentar a doenca em diferentes niveis de gravidade, em até trés
semanas apos a infeccdo (ARNS et al., 2012).

Virions formados nos tecidos linfoides sdo carregados por células
mononucleares no sangue durante a viremia secundaria que coincide com o segundo
pico de febre (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Na forma aguda, 0os sintomas mais
comuns de CDV ocorrem ap0s uma incubacao de trés a seis dias com esta febre bifasica
atingindo picos superiores a 41°C, sendo o segundo pico associado com outros sinais
clinicos. No decorrer da infeccdo podem ser observados anorexia, descarga nasal,
conjuntivite, tosse, vomitos, diarreia e depressdo (MURPHY et al., 1999). Na forma
amena da doenca pode ser observado somente decréscimo no apetite, febre e infecgédo
do trato respiratorio superior. Descarga ocular serosa bilateral pode tornar-se
mucopurulenta, com tosse e respiracao dificil, sinais que sdo inespecificos (APPEL,
1987). Uma proporcdo significativa (estimada em 50%) das infec¢des sdo subclinicas ou
tdo leves que ndo necessitam de tratamento (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). A
forma aguda da doenca € mais comum em animais com idade entre quatro e seis meses,
pela perda da imunidade passiva (ARNS et al., 2012).

Do 7° ao 14° dia de infeccdo, dependendo da cepa viral, o cdo inicia uma
vigorosa resposta imune humoral e celular e pode se recuperar. Entretanto, aqueles
animais com uma resposta imune deficiente morrem na forma aguda ou subclinica da
doenca ou tornam-se persistentemente infectados. Nestes animais imunodeprimidos, o
CDV se dissemina pelo epitélio dos tratos digestivo, respiratorio e urogenital, glandulas
exocrinas, endocrinas e pelo sistema nervoso central (SNC) (APPEL, 1987). O CDV
provoca a fusdo de células adjacentes, permitindo que o genoma viral se espalhe de
forma contigua de célula para célula, sem nunca serem expostos a mediadores
imunoldgicos do hospedeiro. Isso pode ndo ajudar o virus em matéria de transmissao
entre hospedeiros, mas € importante na propagacao viral, especialmente no interior do
SNC (MURPHY et al., 1999). A Figura 6 representa esquematicamente a evolugéo da

infeccdo em relagéo ao tempo.
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Figura 6. Patogenia da cinomose canina em relagdo aos dias ap0s infeccdo. Adaptado de
MacLachlan; Dubovi (2011).
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Sinais que ocorrem neste momento incluem anorexia, inflamacdo do trato

respiratorio superior com descarga nasal serosa ou mucopurulenta, conjuntivite e

depressdo. Alguns cdes apresentam principalmente sinais respiratorios, enquanto outros

desenvolvem sinais gastrointestinais. Os sinais respiratdrios refletem inflamacéao e lesdo

do trato respiratorio superior e grandes vias aereas, causando uma tosse produtiva; em

seguida se desenvolvem bronquite e pneumonia

intersticial.

O envolvimento

gastrointestinal é manifesto por vomitos e diarréia aquosa. A duracdo da doenga varia,

muitas vezes dependendo das complicacbes causadas pelas infec¢bes bacterianas
secundarias (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011; MURPHY et al., 1999). Os sinais

clinicos e lesGes respiratorias, gastrointestinais, dermatoldgicas, oftalmoldgicas e
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neuroldgicas podem ocorrer sequencialmente, simultaneamente ou isoladamente
(GREENE; APPEL, 2006).

A infeccdo do epitélio célular do pulmao, pele e vesicula urinaria ocorre
relativamente no final da infeccdo, através de um mecanismo de ligacdo independente
de CD150 que pode ser seguida da interagdo direta com linfécitos infectados
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Recentemente, relatou-se que o receptor que
facilita a entrada do virus nestas células é a nectina-4 (PRATAKPIRIYA et al., 2012).

A infeccdo na pele produz pustulas abdominais e, no tegumento, resulta em
hiperqueratose do focinho e das almofadas plantares, causada pela infecgdo das células
basais do epitélio. Conjuntivite purulenta é outro achado frequente (ARNS et al., 2012;
GREENE; APPEL, 2006; MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Estes sinais estdo

demonstrados nas Figuras 7 e 8.

Figura 7. Cao com cinomose. A. Hiperqueratose de coxim. B. Hipergueratose de focinho. Fonte:
Martella; Elia; Buonavogl (2008).
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Figura 8. Conjuntivite com secrec¢do periocular em cdo com cinomose. Fonte: Martella; Elia;
Buonavoglia (2008).

Manchas marrom-escuras circundando o esmalte dos dentes de animais

infectados quando filhotes também sdo achados relativamente frequentes. Essa alteracao
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é resultante da infeccdo das células que produzem o esmalte e é denominada hipoplasia
do esmalte (Figura 9) (ARNS et al., 2012).

A infeccdo de cadelas prenhes pode resultar em transmissdo transplacentaria do
virus, podendo causar abortos, natimortos, nascimento de filhotes fracos e
imunodeprimidos (ARNS et al., 2012).

Figura 9. Marcada hipoplasia dentaria em um cdo como sequela de cinomose. Fonte: Martella;
Elia; Buonavoglia (2008).

A infeccdo do SNC ocorre relativamente tarde no curso da infeccdo e apenas
ocorre nos cdes que ndo desenvolvem resposta imune protetora de forma
suficientemente rapida para impedir essa propagacdo (MACLACHLAN; DUBOVI,
2011). Ela pode surgir ap6s qualquer das manifestacGes agudas ou pode aparecer apos a
infeccdo subclinica (MURPHY et al., 1999). Infeccdo de neurdnios e células gliais
também ocorre por meio do receptor nectina4, independente de CD150
(PRATAKPIRIYA et al., 2012). O CDV invade o parénquima cerebral através das vias
de liquido cefalorraquidiano (HIGGINS et al., 1982), ou atravessa a barreira hemato-
encefalica por meio de células linféides infectadas. No SNC, se replica em neur6nios e
em células gliais, resultando em lesbes na substancia cinzenta e na substancia branca,
com desmielinizagdo. Em muitos casos, a desmielinizacdo é o achado mais importante
(SUMMERS; GREISEN; APPEL, 1979). Quando a resposta imune é benefica para o
hospedeiro, 0 CDV é removido dos tecidos. No entanto, estudos mostraram que o CDV
pode persistir em areas da substdncia branca do SNC no exterior das lesdes
inflamatorias desmielinizantes. Parece, portanto, que uma doenca cronica progressiva
desenvolve-se e a resposta imune intratecal mantém-se atrasada em relacéo a replicagéo
viral. Assim, a persisténcia do virus € a chave para a patogénese da lesdo cronica. A

persisténcia do CDV pode estar relacionada com infeccdo restrita e propagacdo néao
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citolitica (BOLLO et al., 1986). Informacdes a respeito da persisténcia do CDV no SNC
sdo conflitantes, alguns autores afirmam que ndo tem significado epidemiolégico, pois
nenhum virus infeccioso é gerado a partir deste local; neste caso a infeccdo teria um
efeito grave sobre o cdo, mas ndo teria importancia para a sobrevivéncia do virus
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Qutros autores afirmam que a persistencia do
CDV se torna uma fonte continua de antigenos virais, mantendo as reacfes danosas aos
tecidos (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995, VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
2005).

Em formas crénicas da doenca, as lesbes desmielinizantes sdo atribuidas a uma
reacdo inflamatoria induzida por uma resposta imune especifica contra 0 CDV e pela
persisténcia da infeccdo nos tecidos. Experimentos in vitro sugerem que a
desmielinizacdo inflamatéria crénica € atribuida a um mecanismo resultante de
interacOes entre macréfagos e complexos de virus-anticorpo (GRIOT et al., 1989).

O resultado da infeccdo do SNC € bastante varidvel e depende da idade do
animal, do estresse e, possivelmente, de fatores genéticos. Todas as infec¢des por CDV
podem passar através de uma sequéncia de eventos a partir da entrada no SNC,
passando pela infeccdo da substancia cinzenta e infecgdo da substancia branca, sendo o
ponto final determinado, em grande parte, pela cepa viral. Estas diferencas bioldgicas
entre as cepas podem ser um reflexo de variagdes no tropismo viral por células do SNC.
Em um estudo experimental, a cepa Snyder Hill causou uma polioencefalomielite e as
cepas A75-17 e R 252 causaram doenca desmielinizante (SUMMERS; GREISEN;
APPEL, 1984).

As manifestacdes neuroldgicas ocorrem entre uma a trés semanas apés o inicio
dos sinais agudos, mas podem também aparecer depois de infeccdo subclinica.
Convulsdes, sinais cerebelares e vestibulares, paraparesia ou tetraparesia com ataxia
sensitiva e mioclonias sdo comuns. Sinais neuroldgicos, agudos ou crénicos, geralmente
sdo progressivos, 0 que leva a um prognostico moderado e cdes que sobrevivem podem
ter sequelas permanentes no SNC (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

Finalmente, hd uma forma tardia da doenca em cdes idosos, chamada de
encefalite do cdo idoso, pouco descrita, em que hd uma perda lenta e progressiva das
fungdes neurologicas (HEADLEY et al., 2009; VANDEVELDE et al., 1980). Esta
manifestacdo tardia pode ocorrer em cdes sem prévio histérico de doenca aguda ou
subaguda. Sinais neuroldgicos incluem (1) espasmos localizados de um musculo ou

grupo de musculos, tais como nos membros ou musculos faciais; (2) paresia ou
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paralisia, muitas vezes a partir dos membros posteriores, e ataxia seguida por paresia e
paralisia ascendente, e (3) convulsbes caracterizadas por salivacdo e movimentos de
mastigacdo. As crises podem se tornar mais frequentes e graves e 0 cdo pode entdo cair

sobre o seu lado, com miccao e defecacdo involuntarias (MURPHY et al., 1999).

2.5  Diagnostico

O CDV deve ser considerado no diagnostico de qualquer doenca febril de
filhotes com sinais multissistémicos. Deve ser realizado diagnostico diferencial de tosse
dos canis, parvovirose e coronavirose, infecgdes bacterianas, doenca neuroldgica devido
a toxoplasmose, neosporose, criptococose, intoxicacdo por chumbo e raiva (TILLEY;
SMITH, 2008).

O diagnostico de cinomose inicialmente é baseado em sinais clinicos, mas se
torna complicado pela utilizagdo de vacinas vivas modificadas. Casos de cinomose
podem ocorrer em filhotes recentemente vacinados, gerando o questionamento se 0s
sinais sdo causados pelo virus vacinal ou por uma cepa de campo. Esta questdo ndo é
satisfatoriamente resolvida com o padrdo soroldgico, isolamento viral ou testes de
deteccdo de antigeno (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). A ocorréncia de lesdo
cuténea, doenca respiratoria e digestiva em cées jovens, associadas ou ndo com sinais
neuroldgicos, sdo sugestivos de cinomose (ARNS et al., 2012).

No exame hematoldgico, observa-se principalmente linfopenia durante a fase
inicial da infeccdo (TILLEY; SMITH, 2008). Esta, as vezes, aparece combinada com
leucopenia ou leucocitose com desvio a esquerda, anemia, monocitose e, raramente,
trombocitopenia (GREENE; APPEL, 2006).

O exame do fluido cerebroespinhal pode ser muito Util para o diagnostico. No
entanto, durante a fase aguda desmielinizante da doenca, as reacdes inflamatdrias sdo
escassas e 0 teor de proteina e de células do fluido pode ser normal (BOLLO et al.,
1986).

A sorologia tem valor limitado para o diagnéstico, pois testes positivos ndo
diferenciam a infeccdo natural da imunidade adquirida pela vacinacao; além disso, o céo
pode ir a Gbito antes de produzir anticorpos neutralizantes. Anticorpos contra o virus
presentes no liquido cefalorraquidiano sdo sugestivos, mas ndo conclusivos, de
cinomose em casos de encefalite (TILLEY; SMITH, 2008). Testes como ELISA,
soroneutralizacdo e imunofluorescéncia (IF) indireta podem detectar altos titulos de

anticorpos contra 0 CDV varios meses ap0s vacinacdo ou apos infec¢éo subclinica ou
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clinica. Imunoglobulina M especifica para 0 CDV pode ser detectada por ELISA por
pelos menos trés meses apos a infecgdo e € utilizada como marcador de infeccdo recente
(BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1991).

Diversos testes laboratoriais estdo disponiveis para confirmacao da infeccdo. A
transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) esta se
tornando um método padrdo. Esta técnica, assim como a RT-PCR em tempo real (ELIA
et al., 2006), sdo sensiveis e especificas. Um protocolo de RT-PCR com sondas
especificas permite a caracterizacdo dos varios gendtipos de CDV e distincdo entre
cepas vacinais e de campo (MARTELLA et al., 2007), mas essas reacOes especializadas
ndo estdo rotineiramente disponiveis (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Podem ser
utilizados como amostras suabes conjuntivais, sangue (células mononucleares), urina e
qualquer amostra de tecido que inclua epitélio (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).
Suabes retais e fezes também podem ser utilizados para realiza¢do destes testes (V. R.
LUNGE, comunicacdo pessoal).

Diagnostico rapido pode ser obtido através de um kit comercial de ensaio
imunocromatogréafico para detec¢do da proteina F do CDV, disponivel em clinicas e
consultérios, nos quais amostras de suabe conjuntival, urina, saliva, soro, plasma ou
liquor podem ser utilizados (CURTI et al., 2012).

A IF em esfregacgo conjuntival, nasal e vaginal (Figura 10) ndo é muito sensivel
e pode detectar os antigenos somente trés semanas ap6s inicio da infeccdo, quando o
virus esta presente nas células epiteliais (APPEL, 1987). No entanto, a IF, assim como a
coloragdo por imunoperoxidase, pode detectar antigenos virais em locais onde ndo se
observam corpusculos de inclusdo (TILLEY; SMITH, 2008).

Figura 10. Teste de imunofluorescéncia para CDV em esfregaco conjuntival de cdo. Fonte:
Martella; Elia; Buonavoglia (2008).
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O isolamento do virus em cultivo celular a partir de amostras clinicas como
suabe conjuntival, capa flogistica e fragmentos de bago ou pulméo pode ser realizado,
porém é fastidioso e ndo se aplica ao diagnostico de rotina, pois 0 CDV necessita de
adaptacdo aos cultivos celulares por vérias passagens (ARNS et al., 2012). No entanto,
pode ser obtido com co-cultivo de linfocitos de animais suspeitos com linhagens
celulares que expressam a molécula CD150, o que elimina a necessidade de usar células
mononucleares ativadas para o isolamento de cepas de campo. Apo6s o isolamento
inicial, o virus pode entdo ser adaptado para crescer em células primarias de pulmao
canino ou linhagens convencionais, incluindo Madin-Darby Canine Kidney (MDCK),
Vero e fibroblastos de embrido de galinha. Uma das caracteristicas da replicacdo do
virus em cultivo é a formacéo de sincicios (MACLACHLAN; DUBOQOVI, 2011), o que
estd ilustrado na Figura 11. A capacidade de formacdo de sincicio é determinada
principalmente pela proteina H, ou seja, este feito varia conforme a cepa viral (VON
MESSLING et al., 2001). Desprendimento do tapete e incluses intracitoplasmaticas
(Figura 11) também sdo observados no cultivo (BRUM; WEIBLEN, 2012). Células
B95a, uma linhagem de células linféides de sagui, também podem ser utilizadas para
isolamento, gerando marcado efeito citopatico. Nestas células observa-se formacdo de
sincicios e/ou arredondamento, dependendo da cepa utilizada (KAI et al., 1993). A
confirmagéo da infecgdo em cultivo celular pode ser realizada por imunofluorescéncia
(Figura 12) e imunocitoquimica (MARTELLA; ELIA; BUONAVOGLIA, 2008).

Figura 11. Células Vero infectadas pelo CDV com inclusbes intracitoplasmaticas e
intranucleares (setas finas) e sincicio (seta larga). Fonte: Martella; Elia; Buonavoglia (2008).

”
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Figura 12. Foco da replicacéo viral revelado por imunofluorescéncia em células Vero infectadas
pelo CDV. Fonte: Martella; Elia; Buonavoglia (2008).

Na necropsia, observam-se  pulmfes tipicamente edematosos e
microscopicamente, se observa broncopneumonia com necrose do revestimento epiteliar
das pequenas vias aéreas e espessamento das paredes alveolares. A broncopneumonia é
comum em consequéncia de imunodepressdo virus-mediada e inibicdo do mecanismo
normal de depuracao pulmonar (MACLACHLAN; DUBQOVI, 2011).

Lesdes no SNC sdo variaveis, as quais podem incluir desmielinizacdo, necrose
neuronal, gliose, e meningoencefalomielite ndo supurativa (MACLACHLAN;
DUBOVI, 2011). No encéfalo, a desmielinizacdo €é a lesdo proeminente
(VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005), correspondendo a aproximadamente 89%
dos casos em estudos realizados por Sonne et al. (2009) e Silva et al. (2007).

O estbmago é um dos 6rgdos de eleicdo para o diagndstico histoldgico e imuno-
histoquimico da cinomose por usualmente conter um grande numero de corpusculos de
inclusdo viral (DUCATELLE; COUSSEMENT; HOORENS, 1980; SONNE et al.,
2009).

A infeccdo em recém-nascidos pode resultar em falha de desenvolvimento do
esmalte dos dentes permanentes (odontodistrofia) e osteosclerose metafisaria dos 0ssos
longos (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A replicacgdo do virus resulta na formagé&o de estruturas com morfologia mais ou
menos definidas, as quais sdo denominadas genericamente de corpusculos de inclusdo e
sdo formadas pelo acumulo de complexos de transcricdo e replicagdo, produtos
intermediérios da replicacdo, proteinas estruturais e ndo-estruturais, capsideos,

nucleocapsideos e virions em determinados locais da célula. A localizagdo dos
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corpusculos de inclusdo reflete o local de replicagdo do virus, assim, os corpusculos de
Lenz se localizam no citoplasma e sdo caracteristicos da infec¢do pelo CDV (FLORES,
2012). Corpusculos de inclusdo citoplasmaticos eosinofilicos estdo presentes no epitélio
celular da pele, brénquios, trato intestinal, trato urinario, vias biliares, glandulas
salivares, glandulas supra-renais, SNC, ganglios linfaticos e baco (GREENE; APPEL,
2006; PANDHER et al., 2006). Os corpusculos de inclusdo nas células gliais e
neurdnios frequentemente se encontram intranucleares (TILLEY; SMITH, 2008).

As lesbes macroscopicas incluem pulmdes ndo colapsados, avermelhados e
edemaciados (LOPEZ, 2007), enterite catarral ou hemorragica (LAN et al., 2006) e
atrofia parcial ou completa do timo (APPEL, 1987).

A confirmacdo do diagndstico é feita pela demonstracdo de corpusculos de
inclusdo e/ou de antigenos em esfregacos conjuntivais ou células da capa flogistica. No
entanto, estes testes sdo frequentemente negativos. E importante salientar que testes
negativos ndo sdo excludentes. Corpusculos de inclusdo e demonstracdo de antigenos
em tecidos post mortem sdo mais confiaveis (APPEL; SUMMERS, 1995). Porém, em
alguns 6rgdos, a sua deteccdo pode ser dificil como ocorre, por exemplo, em 0rgaos
linfoides. Os coxins digitais, estdbmago, palpebra, orelha, tonsila e linfonodo, lingua e
cerebelo sdo 6rgdos mais adequados para a deteccdo do antigeno viral da cinomose
canina por imunohistoquimica ou imunofluorescéncia (MACLACHLAN; DUBOVI,
2011; SONNE et al., 2009). Pulmédo, baco, vesicula urinaria, rim, intestino também
podem ser testados (DUCATELLE; COUSSEMENT; HOORENS, 1980; KOUTINAS
et al., 2002). Antemortem, estas técnicas também podem ser aplicadas em esfregacgos
conjuntivais e bidpsias de pele (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

2.6 Genotipagem

A maior variagdo antigénica € encontrada na proteina H (BLIXENKRONE-
MO@LLER et al., 1993), podendo variar cerca de 10% entre cepas. Por esta razdo, tem
sido o principal foco de estudos moleculares epidemiolégicos anteriores sobre CDV
(MURPHY et al., 1999).

As cepas de CDV agrupam em, pelo menos, 11 grandes linhagens genéticas
designadas como América-1 (cepas vacinais classicas), América-1l, Asia-l, Asia-ll,
Europa, Europa Selvagem, Artico, Africa do Sul, América do Sul-1 e América do Sul-lI,
de acordo com a sua distribuicdo geografica (HAAS et al., 1997; MOCHIZUKI et al.,
1999; MARTELLA et al., 2006; WOMA et al., 2010; PANZERA et al., 2012). Cepas
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Rockborn-like também foram descritas, formando um grupo que geralmente ocupa uma
posicdo intermediaria entre os gendtipos Asia-1 e Europa Selvagem, dependendo da

analise e dos autores que conduziram a pesquisa (MARTELLA et al., 2011).

2.7 Controle

A Unica medida possivel e eficaz para controlar a doenca é a imunizagdo, por
meio de vacinacgdo, ainda que as medidas de higiene classicas devam ser aplicadas em
paralelo. A imunizacdo ativa tornou-se muito bem sucedida apds vacinas vivas
atenuadas se tornaram disponiveis (CHAPPUIS, 1995). No entanto, o controle desse
virus se torna dificil devido a cobertura vacinal ser insuficiente em diversas regides
menos desenvolvidas, fato relacionado com o tamanho da populacdo canina, 0 pequeno
volume de doses vacinais vendidas anualmente nessas regides e o grande nimero de
cées ndo domiciliados, resultando em muitos animais suscetiveis; e pelo grande nimero
de espécies selvagens que podem ser infectadas (ARNS et al., 2012).

Em meados de 1950, vacinas vivas modificadas contra CDV (ML-CDV)
tornaram-se disponiveis e foram largamente utilizadas na década de 60 com uma
dréstica reducdo do impacto do CDV na populacéo canina (HARDER; OSTERHAUS,
1997).

Diversos tipos de vacinas ML-CDV ainda sdo comumente utilizadas. Uma cepa
foi oriunda de Onderstepoort, Africa do Sul, de 1956, e era inicialmente produzida em
embrido de galinha e apds em cultivo de células de galinha. A cepa Rockborn, relatada
pela primeira vez na Suécia, da qual foram realizadas diversas passagens seriadas em
cultivos de células de rim canino (ROCKBORN, 1959). Ambas tém suas vantagens e
desvantagens. As cepas adaptadas em cultivo de células caninas induzem imunidade em
praticamente 100% dos cdes susceptiveis. No entanto, em casos raros, podem induzir
uma encefalite pés-vacinal entre sete a 14 dias pos-vacinacdo (HARTLEY, 1974).

Outras cepas comumente utilizadas na producéo de vacinas séo a Snyder Hill, a
qual foi isolada pela primeira vez em 1956 e tem sido mantida em laboratério desde
essa epoca; na sua forma patogénica provocava doenca grave levando a um estado
moribundo 14 dias ap6s inoculacdo experimental; a cepa Cornell A75-17, isolada a
partir de um c@o com encefalite, em 1975; cées infectados experimentalmente com esta
cepa desenvolviam leve depressdo e perda de peso, deterioravam-se mais lentamente e
doenca terminal grave ndo era evidente até a quarta semana apds a exposicao; alguns

cées se tornavam relativamente estaveis ou se recuperavam. Outra cepa, a R252 é
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menos patogénica, e a grande maioria dos animais experimentalmente infectados se
recuperava. Cées infectados com as cepas A75-17 e R252 na sua forma patogénica
mostram uma variedade de alteracbes neuroldgicas (SUMMERS; GREISEN; APPEL,
1984). Estas cepas se tornaram atenuadas apds passagens seriadas em cultivos celulares,
sendo assim utilizadas em formulagOes vacinais. A cepa Lederle, muito utilizada em
formulagdes vacinais, cultivada em fibroblasto de embrido de galinha, é
filogeneticamente relacionada a cepa Snyder Hill (HARDER; OSTERHAUS, 1997).

Desde a década de 1960, no entanto, sdo utilizadas as mesmas cepas vacinais e
varios relatos e estudos epidemioldgicos revelaram um aumento na incidéncia da
infeccdo por CDV tanto em cdes vacinados como em néo vacinados (BLIXENKRONE-
M@LLER et al., 1993; CALDERON et al., 2007; EK-KOMMONEN et al., 1997;
HAAS et al., 1997; JOZWIK; FRYMUS, 2002; SIMON-MARTINEZ et al., 2008).
Além disso, varios trabalhos evidenciam diferengas antigénicas entre as cepas vacinais e
selvagens (HASHIMOTO; UNE; MOCHIZUKI, 2001; Sl et al., 2010).

No Japdo, um estudo demonstrou que mais de 66% dos animais que
desenvolveram infec¢do por CDV eram vacinados e tinham altos titulos de anticorpos
frente a amostra vacinal (GEMMA et al., 1996). A partir da constatacdo destes casos,
alguns trabalhos foram realizados com o objetivo de demonstrar as diferencas
antigénicas entre as cepas selvagens e vacinais. Alguns trabalhos evidenciaram as
diferencas antigénicas entre a proteina hemaglutinina das amostras vacinais e selvagens
através da RT-PCR e RFLP (HASHIMOTO; UNE; MOCHIZUKI, 2001; MOCHIZUKI
et al., 1999; Sl et al., 2010) e de analise com anticorpos monoclonais (IWATSUKI et
al., 2000). Também foi analisado o gene da fosfoproteina que, de maneira similar aos
resultados dos trabalhos envolvendo o gene H, revelou uma similaridade relativamente
baixa com as amostras vacinais de CDV (WAKASA et al., 2000).

Vacinas vivas, contendo o virus atenuado do sarampo, podem ser utilizadas com
relativo sucesso, principalmente na primovacinagdo de filhotes. Essas vacinas tem a
vantagem de ndo sofrer a interferéncia da imunidade passiva (CHALMERS;
BAXENDALE, 1994).

Vacinas com virus vivo modificado e vacinas recombinantes, utilizando um
poxvirus aviario como vetor dos genes das proteinas H e F do CDV, séo seguras e estdo
disponiveis comercialmente (ARNS et al., 2012).

Recomenda-se a primovacinacdo aos 60 dias de idade, trés reforcos mensais e

revacinagdo anual. Para filhotes oriundos de maes sabidamente ndo-imunizadas e
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também em situacfes de risco (canis, colbnias, pet shops), pode-se antecipar a
primovacinagdo. Alguns estudos ttm demonstrado que as revacinagfes poderiam ser
realizadas em intervalos maiores que um ano, pois 0s cédes vacinados apresentam titulos
duradouros contra o virus homologo (ARNS et al., 2012).

A imunidade celular é importante para a resposta imune protetora contra
infeccbes por morbilivirus em geral (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). A
sobrevivéncia do animal depende fundamentalmente do desenvolvimento de uma
resposta imune celular efetiva. A resposta imune humoral também € importante, pois
cées com titulos medianos de anticorpos (entre 16 e 64) parecem estar protegidos contra
a doenca aguda (ARNS et al., 2012), ou seja, animais com qualquer titulo de anticorpo
neutralizante sdo imunes a reinfeccdo e a imunidade, apds infeccdes por morbilivirus, se
mantém ao longo da vida (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011). Titulos de anticorpos
inferiores a 16 ndo protegem os cées, porém interferem com o sucesso da vacinacgdo. A
imunidade passiva declina entre a 82 e 142 semanas de vida dos filhotes, deixando-0s
susceptiveis a infeccdo. Antes disso, a imunidade passiva pode comprometer 0 sucesso
da vacinacdo, pela inativacéo do virus vacinal pelos anticorpos (ARNS et al., 2012).

Vacinas vivas atenuadas ndo devem ser usadas em outras espécies de canideos.
Reacdes adversas graves foram relatas em outras espécies, incluindo pandas vermelhos
e raposas. Vacinas inativadas foram utilizadas para imunizar animais de zoolégico, no
entanto, estas vacinas frequentemente tém baixa eficacia. A vacina recombinante
contendo as proteinas H e F do CDV resolveu este dilema, ja que oferece imunizagédo
segura e eficaz (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).

A inducdo de encefalite apds a vacinagdo com as vacinas vivas disponiveis esta
associada com a imunodepressdo. Os sinais neuroldgicos geralmente ocorrem entre sete
e 14 dias ap06s a administracdo da vacina, porém o grau de imunodepressao e a presenca
de outras infeccbes podem agravar o quadro, tornando-o sistémico. Deve-se evitar a
vacinacdo de fémeas lactantes em contato com seus filhotes n&o-imunizados,
especialmente aquelas sem histdrico de vacinacdo (ARNS et al., 2012).

Além da vacinagdo, as pessoas envolvidas nos cuidados ambulatoriais com
animais doentes devem utilizar medidas de biosseguranca (luvas descartaveis,
esterilizacdo e descarte de fomites, higiene pessoal e do ambiente com desinfetantes),
associadas com o isolamento dos animais, prevenindo a disseminacdo da enfermidade

no ambiente residencial e hospitalar (ARNS et al., 2012). O virus € muito fragil e
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suscetivel a desinfetantes comuns. A desinfec¢do de instalagdes, no entanto, pode ser
desafiadora (MACLACHLAN; DUBOVI, 2011).
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Abstract

Canine distemper virus (CDV) is classified in the genus Morbillivirus within the family
Paramyxoviridae and is the etiologic agent of one of the most important viral diseases
of domestic Canidea. It occurs worldwide and produces high morbidity and mortality in
immunologically naive populations. Considering the variability of the hemagglutinin

(H) gene, wild-type strains of CDV cluster into genotypes according to their
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geographical distribution. In this study, 155 positive samples were found by one-step
nested-RT-PCR of the nucleocapsid gene in clinical specimens from Brazil. From these,
23 samples had the hemagglutinin gene partially sequenced to perform phylogenetic
analysis. These sequences clustered in the South America-I genotype, which also
includes isolates from Argentina and Uruguay, except for a sample similar to the
Rockborn strain. Phylogenetic analysis suggests the presence of at least seven
subgenotypes circulating in South America. Additionally, the South America-I1 group
appears to be a subgenotype along with Rockborn-like and Europe Wildlife strains

within a single genotype.

Keywords: canine distemper, genotype, South America, diagnosis

Introduction

Canine distemper virus (CDV) is the etiological agent of one of the most important viral
diseases of wild and domestic Canidae. It occurs worldwide and produces high
morbidity and mortality in immunologically naive populations. CDV-infected dogs
develops respiratory, gastrointestinal, dermatologic, ophthalmic and neurological
disorders that may occur sequentially, simultaneously or separately (Greene and Appel,
2006). The CDV is classified in the genus Morbillivirus within the family
Paramyxoviridae (King et al., 2011). The RNA encodes six structural proteins: two
membrane glycoproteins, the fusion (F) and the hemagglutinin (H), the envelope-
associated matrix (M) protein, the phosphoprotein (P), the large polymerase (L) and the

nucleocapsid (NC) protein (Rima, 1983).
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The highest antigenic variation is found in the H protein (Blixenkrone-Mgller et al.,
1993), that may vary by about 10%, and has often been used to assess genetic
polymorphism in CDV isolates (Haas et al., 1997; Hashimoto et al., 2001; von Messling
et al., 2001). For this reason it has been the primary focus of previous molecular
epidemiological studies on CDV (Murphy et al., 1999).

Like measles virus, CDV is a monotypic virus as defined by polyclonal antisera and a
single exposure to these viruses normally confers long-lasting immunity. In general, the
introduction of live attenuated CDV vaccines in the 1950s and their extensive use have
drastically reduced the incidence of canine distemper (CD) in dogs. However, CD
outbreaks, in which previously immunized dogs become infected, have been observed
(Ek-Kommonen et al., 1997; J6zwik and Frymus, 2002; Simon-Martinez et al., 2008; Si
et al., 2010). This raises the question of whether the vaccines currently used efficiently
protect against present-day circulating wild-types. Furthermore, studies have shown
antigenic differences between vaccine strains and wild-type isolates (Hashimoto et al.,
2001; Si et al., 2010).

Considering the variability in the H gene, the strains of CDV cluster into at least 11
major genetic lineages designated as America-I (including classical vaccine strains),
America-11, Asia-l, Asia-11, Europe, Europe Wildlife, Arctic, South Africa, South
America-1 and South America-11, according to their geographic spread (Haas et al.,
1997; Mochizuki et al., 1999; Martella et al., 2006; Woma et al. 2010; Panzera et al.,
2012). Rockborn-like strains were also described; this group usually occupies an
intermediate position between the Asia-1 and the Europe Wildlife genotypes (Martella et
al., 2011). Since distemper is endemic in Brazil (Silva et al., 2007), investigations are
being carried out by our group to study the genetic variability of CDV. A recent

increase in CD has been detected in this country, including vaccinated dogs. In order to
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characterize the strains and lineages of CDV involved in outbreaks, H gene sequences
of selected CDV-positive field samples from the years 2008 to 2012 were amplified,

sequenced and submitted for phylogenetic analysis.

Materials and methods

Samples

The study comprised a total of 386 rectal swab samples collected of dogs from April
2008 to June 2012. The samples were collected in seven Brazilian states, which were
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Rondénia and
Mato Grosso. Samples were collected of dogs with or without clinical signs suggestive
of CDV infection. Information on the animals, such as age, gender, breed, symptoms
and vaccination status was recorded. Samples were diluted to 20% (w/v) in phosphate
buffered saline (PBS, pH 7.4). The solution was frozen and thawed three times and

stored at — 80°C for further analysis.

RNA extraction

RNA was extracted from rectal swab suspensions using TRIzol LS Reagent®
(Invitrogen, Carlsberg, CA, USA) according to the manufacturer’s instruction. The
attenuated live vaccine Vanguard Plus® (Pfizer, New York, NY, USA) was used as
positive control and ultrapure water and samples of rectal swabs from five adult healthy

dogs were used as negative controls.
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Primers

The primers used for amplification of fragments of NC and H genes were synthesized as
described in previous reports with minor modifications (Frisk et al., 1999; Shin et al.,
2004; Castilho et al., 2007). The NC primers were used for detection of positive
samples, by a nested-RT-PCR. CDV-1F and CDV-2R were used for the first
amplification, as CDV-3F and CDV-4R were used for the second amplification. For the
phylogenetic analysis, partial H gene was amplified. For the first amplification, H2R
and H2F primer pair was used. For the nested-PCR, inner primer pair CDVR10 and

CDVF10 was used. The primers sequences are shown in Table 1.

Table 1. Oligonucleotide primers used in the PCR assays.

Primer Sequence (5°- 3°) Target Reference
CDV-1F ACTGCTCCTGATACTGC NC Castilho et al., 2007
CDV-2R TTCAACACCRACYCCC NC Castilho et al., 2007

CDV-3F ACAGRATTGCYGAGGACYTRT NC Frisk et al., 1999

CDV-4R CARRATAACCATGTAYGGTGC NC Frisk et al., 1999

H2F ARTRTGCTRACYKCTMTMTC H Shin et al., 2004
H3R TCARGGWTTTKAACGRYYAC H Shin et al., 2004
CDVF10 TAYCATGAYAGYARTGGTTC H Shin et al., 2004

CDVR10 ARTYYTCRACACTGRTKGTG H Shin et al., 2004
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One step RT-PCR followed by a nested-PCR for CDV detection

For CDV detection, one step RT-PCR for amplification of 480 bp of NC gene was
performed, followed by a nested-PCR that amplified a 287 bp fragment (corresponding
to positions 769-1055 of the Onderstepoort strain genome). Reactions were performed
with the following conditions for the one step RT-PCR: 1 cycle at 37°C for 30 min and
35 cycles of denaturation at 94°C for 20 sec, annealing at 55°C for 40 sec and
polymerization at 72°C for 1 min, for detection of positive samples. The second PCR
assay (nested) was performed in the same equipment with the following steps: 1 cycle at
94°C for 3 min, 35 cycles of denaturation at 94°C for 20 sec, annealing at 59°C for 40

sec and polymerization at 72°C for 1 min, and a final extension cycle at 72°C for 5 min.

Nested RT-PCR for amplification of partial H gene

Amplification of a fragment of approximately 871 bp of the H gene (position 7991—
8861 of the Onderstepoort strain) was performed with primers described by Shin et al.
(2004) with minor modifications. Reverse transcription was carried out at 55°C for 60
min, followed by denaturation of the reverse transcriptase at 70°C for 15 min.
Amplification was conducted an initial denaturation at 94°C for 3 min followed by 35
cycles of 30 s for denaturation at 94°C, 30 s of primer annealing at 55°C, and 1 min of
extension at 72°C, and 7 min of final extension at 72°C. To obtain PCR products
suitable for phylogeny, the inner primer pair CDVF10 and CDVR10 was used to
amplify in nested PCR the H gene, using Platinum® Taq DNA polymerase (Life
Technologies, Foster City, CA, USA). The temperature cycling protocol consisted of an

initial denaturation at 94°C for 3 min, 30 cycles of 30 s of denaturation at 94°C, 30 s of
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primer annealing at 55°C, and 1 min of extension at 72°C, followed by 7 min of the

final extension phase at 72°C.

Purification, DNA sequencing and phylogenetic analysis

Fragments of the H gene amplified using a nested-RT-PCR were purified using the
NucleoSpin Extract Il kit (Macherey—Nagel, Diren, Germany). Both DNA strands were
sequenced with an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer using a BigDye Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence
alignment was performed with MEGAS (Tamura et al., 2011) software using
CLUSTAL W. For phylogenetic analysis, amplified products and 56 reference and
representative strains were used. MEGAS (Tamura et al., 2011) was used for phylogeny
inference according to the neighbor-joining criterion and the Tamura 3 parameter
model. The robustness of the hypothesis was tested in 1000 non-parametric bootstrap
analyses.

The number of base differences per sequence from between sequences was calculated to
assess nucleotide identity. The analysis involved 76 nucleotide sequences. Codon
positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All ambiguous positions were
removed for each sequence pair. There were a total of 700 positions in the final dataset.

Evolutionary analyses were conducted using MEGADS (Tamura et al., 2011).

Results

In the nested-RT-PCR for CDV detection, 40.26% (155/386) out of the 386 samples

analyzed were positive (Table 1). From the 155 CDV-positive dogs, 37 (23.87%) were
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asymptomatic, whereas 90 (58.06%) presented suggestive signs of CD. Among these,
59 had gastroenteritis, of which 20 were hemorrhagic; 21 dogs had respiratory
symptoms such as nasal discharge, cough and sneeze; 23 presented ocular discharge; 12
had dermatological alterations such as nose and/or foot hyperkeratosis and abdominal
pustule; and 26 dogs had neurological symptoms, such as myoclonus and seizure. 41
animals had only gastrointestinal symptoms; 11 had only neurological signs; three dogs
had only respiratory symptoms; and 1 had only ocular/dermatological signs, each. From
the CDV-positive dogs, 28 had no data on symptoms.

Regarding the immunization schedule of the positive dogs, 19 (12.2%) dogs had history
of complete vaccination, 7 of them were asymptomatic, 11 had symptoms suggestive of
CD, and one had no data on clinical signs; 15 (9.7%) animals had incomplete
vaccination, which is thus considered when a dog up to 12 months didn’t receive all the
doses recommended for primary vaccination; 3 of them were asymptomatic and 12 had
symptoms of CD. 76 (49%) had no vaccination history, 21 of them were asymptomatic
and 29 had symptoms of CD. Of the CDV-positive dogs, 45 had no data on vaccination
schedule.

From the positive animals, 45.8% (71/155) were aged less than 6 months, 18.7%
(29/155) were between 7 and 12 months, and 21.3% (33/155) aged more than 12
months. Regarding breed, 87 were mongrel dogs and 51 were of different breeds.

From Rio Grande do Sul, 123 samples were positive, which were from the
municipalities of Porto Alegre, Viamao, Cachoeirinha, Canoas, Caxias do Sul, Passo
Fundo, Bagé, Glorinha, Gravatai, Pelotas and Santana do Livramento. The states of
Santa Catarina (SC), Parana (PR), Sao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ) and Mato Grosso

(MT) had a total of 32 CDV-positive samples.
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The NC positive samples were further screened by amplification of a fragment of the H
gene. Primarily, samples to be sequenced were selected according to geographic region,
however, probably due to mutations in the primer binding-sites of local circulating
strains, it was not possible to amplify the H gene of all positive samples, thus it was
decided to amplify as many samples as possible in different geographical regions. The
nucleotide sequences of the amplicons were determined and deposited into the GenBank
under the accession numbers: JX912956- JX912978. Phylogenetic analysis showed that
most of the wild-type viruses from Brazil clustered with isolates from Uruguay and
Argentina, separated from vaccine strains and other foreign strains, as part of the South
America-1 genotype (Figure 1). None of the samples from this study clustered with the
South America-1l genotype. The previously described lineages of CDV were clearly
characterized. Local Bra-188/08 isolate (GenBank accession number JX912968)
branches out of the root of the South American clade, closer to a Rockborn strain
(GUB10819.1), the N-CDV strain (FJ461702), to an isolate from a Lesser Panda
(Ailurus fulgens) from China (AF178039) and an isolate from an American dog

(AY964114).

Discussion

Canine distemper is one of the main viral diseases affecting dogs in Brazil (Figuera et
al., 2008; Headley et al., 2012). There are recent reports of a reemergence and increased
incidence of CDV on several continents, including South America (Calderon et al.,
2007; Panzera et al., 2012; Rosa et al., 2012). In Brazil, epidemiological/prevalence
studies have suggested that CD is endemic in urban canine populations, with indices of

positive animals ranging from 6.1% in Belo Horizonte/MG (Gouveia et al., 1987) to
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12.4% in Santa Maria/RS (Figuera et al., 2008), based on macrospopic lesions.
Seroprevalence indices ranges from 27.3% in Santa Maria/RS (Dezengrini et al., 2007;
Haas et al. 2008). Many animals are not vaccinated, mainly due to the economic
situation of the owners, explaining the endemic situation of the virus in this region. In
the present study, 23,9% of CDV-positive dogs were asymptomatic corroborating with
previous works that estimated that 25% until 75% of the dogs susceptible to CD are
sub-clinically infected and are transmitting the virus without any clinical sign of disease
(Greene and Appel, 2006). The application of RT-PCR to CDV diagnosis has been
successfully used in different types of samples collected from animals clinically
suspected of infection (Frisk et al., 1999; Kim et al., 2001; Rzezutka and Mizak, 2002).
It is a specific, practical and rapid tool in CDV diagnosis ante mortem considering the
non-specific clinical signs of the disease. Hence, the use of detections tools is useful to
detect CDV animals apart their clinical status.

In our study, 12.2% out of the positive-CDV dogs had historic of vaccination. The
control of CD is only achieved by the use of vaccination (Chappuis, 1995). However,
many outbreaks of the disease in vaccinated dogs have been documented (Blixenkrone-
Magller et al., 1993; Ek-Kommonen et al., 1997; Haas et al., 1997; lwatsuki et al., 2000;
Jozwik and Frymus, 2002; Lan et al., 2006; Calderén et al., 2007; Simon-Martinez et
al., 2008;). Speculations put forth to explain these cases are varied but often include
vaccine failures, reversion of attenuated CDV vaccine strains to virulence (Appel,
1978), the emergence of new strains that are sufficiently divergent to evade immune
protection elicited by the vaccines used, the quality of the vaccine and a poor immune
response (Lan et al., 2006). Vaccine failures are mostly attributable to incorrect vaccinal
protocols or to vaccine alteration after improper storage. Immunization of immune-

compromised dogs, due to presence of internal parasites, stress, or concomitant diseases
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can interfere in the efficacy of the vaccine or result in reversion to virulence (Appel,
1978). Also, the storage and handling of the vaccine can influence its efficacy. Dogs are
protected by a strong active immune response elicited by repeated vaccine
administrations, but it is possible that critical amino acid substitutions in key epitopes of
the H protein among circulating strains may allow immune evasion due to the limited
antibody repertoire of maternal origin of unvaccinated pups born of vaccinated females.
This could explain some cases of vaccinated pups being infected in the window period.
Genetic diversity also may be associated with pathogenesis changes, which has been
reported in other viruses of great relevance to dogs such as canine parvovirus and canine
coronavirus (Decaro et al., 2010; Pinto et al., 2012). The H protein of CDV is one of the
major target antigens for the host immune response, where the highest genetic/antigenic
variation in the CDV has been found. In the cases studied here, vaccination with
modified live vaccine was performed in 19 out of 155 cases. One of them was
sequenced (Bra-110/12, JX912976) and the CDV isolate detected was clearly distinct
from known vaccine strains, as has been demonstrated in previous studies of other CDV
field strains (Haas et al., 1997; Mochizuki et al., 1999; Pardo et al., 2005).

The CDV H glycoprotein determines the cytopathology and tropism of the virus and
varies approximately 10% among the CDV isolates (von Messling et al., 2001).
Previous works used P and NC genes sequences to access the phylogenetic relationship
among CDV samples, however H gene inferences results in more robust comparisons
(Tan et al., 2011). In accordance with Mochizuki et al. (1999), which states that
sequences with more than 5% of difference at the nucleotide level belong to distinct
genotypes, at least nine separate genotypes of CDV can be distinguished. In Brazil,
most of the phylogenetic analysis of CDV strains was based on partial NC gene

sequences, which has some variation among CDV isolates, despite the fact that this
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protein is part of the most conserved region of the CDV genome (Castilho et al., 2007;
Headley et al., 2012). A previous phylogenetic analysis of H gene sequences suggested
that there are two lineages of CDV circulating in Brazilian dogs in the area surveyed,
but these sequences were not included in this study because the regions of the genome
they cover are not the same as those in the samples investigated in this study (Rosa et
al., 2012).

In our study, through phylogenetic analysis of the H gene, it is possible to observe the
presence of two well defined genotypes circulating in South America, the first
containing isolates from Brazil, Argentina and Uruguay, designated genotype South
America-1, and the second containing mainly isolates from Argentina, designated
genotype South America-Il. A high degree of identity was detected among the Brazilian
wild-type strains, ranging from 96.29% to 100% nucleotide identity (identical
sequences were excluded from the alignment). Most of these could be grouped in a
phylogenetic cluster clearly separate from the vaccine strains and from other wild-type
CDV strains (genotype South America-1), although Bra-188/08 isolate (JX912968) was
located in a clearly separated branch. The highest nucleotide sequence identity within
South America-1, analyzing sequences from different countries, was 99,6% between a
Brazilian strain (Bra-282/12) and an Uruguayan strain (Uy-102/7), detected in 2007. In
Argentina, genotype South America-11 seems to be prevalent, which is more related to
the European genotype (Calderdn et al., 2007). None of ours isolates branched in this
group. Alignment of the H gene nucleotide sequences demonstrated that the sequences
of the CDVs detected in cases Bra-5/09 and Bra-6/09 and cases Bra-382/12 and Bra-
274/12 were 100% identical. Identical sequences were excluded from the analysis.

By FASTA analysis, the Bra-188/08 isolate had high identity (99.6% nt identity in a

700-nt long fragment) to a CDV strain detected in 1999 from a Lesser Panda (Ailurus
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fulgens) in China (AF178039). The virus was found to match (99.9% nt) the vaccine N-
CDV strain (FJ461702) and the canine strain 25259 (98.7% nt identity) detected in 2004
in the United States of America (AY964114). In addition, the isolate was virtually
identical (100% nt) in a 700-nt long fragment to a Rockborn strain (GU810819.1).
Rockborn-like isolates had already been described. Recently, vaccine-like CDVs have
been detected in wildlife animals but they have been reported only occasionally in dogs
(Harder and Osterhaus, 1997; Pardo et al., 2005). A cluster of sequences including
25259 and the Lesser Panda strain usually occupies an intermediate position between
the Asia-I and the European Wildlife group. Their classification into one of these two
groups varies between the different genomic regions investigated and the authors who
conducted the research (Martella et al., 2006; McCarthy et al., 2007; Benetka et al.,
2011). In this study, this cluster is more related to South America-11 and Europe
Wildlife genotypes. We classified them as Rockborn-like strains, accordingly to a recent
review (Martella et al., 2011).

Analyzing the nucleotide identity and the phylogenetic tree we suggest that Europe
Wildlife, South America-11 and Rockborn-like groups are subgenotypes of the same
genotype. Isolate Bra-188/08 showed 98% identity to the Arg3 isolate of Argentina
(AM422848), 98.7% with strain 25259 (AY964114), 99.6% with an Lesser Panda
isolate (AF172411), 99.9% with the vaccine strain N-CDV (FJ461702) and 100% with
the Rockborn vaccine strain (GU810819). It was already suggested that South America-
I1 and Europe Wildlife clades were related (Panzera et al., 2012). The most distant in
this group is the Austrian stone marten isolate (GQ214369), with the highest nucleotide
identity to the Rockborn strain (95.3%) and the lowest to the Arg 9 isolate
(AM422854). Excluding the Austrian stone marten isolate of the analysis, the

nucleotide identity of the group is higher than 95%. Assuming that members of a
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particular genotype of CDV have more than 95% identity in the nucleotides of the H
gene sequences (Mochizuki et al., 1999), we could suggest that these three groups are
part of the same genotype (genotype X) (Figure 2).

The Rockborn canine strain was attenuated on primary dog kidney cells. Althought the
virus was still pathogenic after 36 serial passages on primary dog kidney cells, it was
completely attenuated after 56 serial passages (Rockborn, 1960). The Rockborn strain
was withdrawn from several markets after the mid 1990s, as a consequence of reports of
suspected cases of post vaccinal encephalitis, considering that it could be less attenuated
and less safe than other CDV vaccines, e.g. Onderstepoort strain (Gloyd, 1995). Despite
that, the strain is claimed to be part of a commercial vaccine available at the Brazilian
market. Whereas most vaccines currently used are attenuated, there is the possibility of
reversion to virulence. This could be the explanation why it is still circulating in this
region, considering that the dog infected with the isolate Bra-188/08 was not vaccinated
and presented gastroenteritis. Laboratory contamination could be ruled out since the
positive control used in the reactions was a vaccine containing a different strain.
Reviewing the South America-I genotype separately, it could be suggested that there are
more than one subgenotype circulating in this region, accordingly to geographical areas.
At least seven subgenotypes could be circulating (Figures 2-3). Subgenotype A includes
isolates from different cities, all belonging to the State of Rio Grande do Sul/Brazil,
collected between 2008 and 2012; subgenotype B includes only isolates from Uruguay,
collected between 2007 and 2009; subgenotype C includes isolates from Rio Grande do
Sul/Brazil and Argentina collected in a period of 11 years (2003 to 2012); subgenotype
D includes mostly isolates from the state of Parana/Brazil and one from Rio Grande do
Sul. Subgenotypes E and G includes only one isolate each, both from Parana; the isolate

CDVBR1 (EU098102) of subgenotype G, collected in the state of Parana in 2007, was
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distant from the others, with high bootstrap value and nucleotide identity higher than
99%. Subgenotype F includes Brazilian strains collected in Parana in 2007. Also, most
of the isolates from Rio Grande do Sul are more similar to isolates from Uruguay and
Argentina than from other regions of Brazil, which is explained by the geographical
proximity of these regions. The uncontrolled movement of dogs between continents has
been blamed for the recirculation of CDV variants around the globe. In the United
States and in Western Europe there is better vaccine compliance and wider use of the
CDV vaccine in dogs than in parts of Central and Eastern Europe, where several
different CDV variants have been reported (Ek-Kommonen et al., 1997; Haas et al.,
1997; Martella et al., 2006; Benetka et al., 2011). The same scenario occurs in South
America, which may explain the presence of different subgenotypes in this region.

The proposal of the term genotype to distinguish among the various genetic lineages of
CDV was made based on the classification used for measles virus (MV) (Bolt et al.,
1997) and it is now widely accepted for defining novel CDV lineages (Mochizuki et al.,
1999). However, CDV strains appear to be more heterogeneous and to differ more from
currently used vaccine than comparable MV field and vaccine strains (Martella et al.,
2007). In the case of measles virus, several genotypes and subgenotypes co-circulate at
a given time (Zhang et al., 2012). In the present study subgenotypes were defined by the
phylogenetic properties of the H gene nucleotide sequence (data not shown); that is,
strains in the same clade showing at least 97% nucleotide identity were considered to
belong to the same subgenotype. In addition, subgenotypes are clearly separated in the
phylogenetic tree. The classification of clades into subgenotypes for CDV was not

suggested before.



53

Conclusion

Our data indicates the presence of two co-circulating lineages with different prevalence
in South America: 1) genotype South America-I, which includes isolates from southern
Brazil, Uruguay and Argentina that grouped in subgenotypes A to G; 2) clade South
America-11, formed exclusively by isolates from Argentina, which could be grouped
with clades Europe Wildlife and Rockborn-like as part of genotype X. The level of
genetic variation observed between the South American lineages and vaccine strains can
lead to an antigenic variation that can be a possible factor involved in the resurgence of
distemper cases in vaccinated dog populations. Also, we could conclude that CDV is
circulating not only on non-vaccinated dogs, but also on vaccinated animals, either

causing symptoms or not, impairing the control of the virus.
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Figure 1. Phylogenetic neighbor-joinig tree of the partial H gene. Bootstraps (1000
replicates) values >60 are indicated at the internal nodes. The samples obtained in the
present study are highlighted with a symbol (@) Numbers in parentheses indicates a
strain with identical sequences to that included in the tree. RS: Rio Grande do Sul state;

PR: Parana state, both in Brazil.
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Figure 2. Phylogenetic tree of CDV hemagglutinin gene showing the genotypes and
subgenotypes. Letters A to G correspond to suggested subgenotypes within the South
America-1 genotype. Genotype X corresponds to the junction of South America-II,
Europe Wildlife and Rockborn-like clades. The phylogenetic tree of the partial H gene
was inferred using the Neighbor-Joining method. The evolutionary distances were
computed using the Tamura 3-parameter method and are in the units of the number of

base substitutions per site. RS: Rio Grande do Sul; PR: Parana.
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Figure 3. Subtree from the CDV partial hemagglutinin gene with details of the

subgenotypes (A-G) of the South America-I genotype. Phylogenetic tree was inferred
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using the Neighbor-Joining method. The evolutionary distances were computed using

the Tamura 3-parameter method and are in the units of the number of base substitutions

per site. RS: Rio Grande do Sul; PR: Parana.
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Isolate Year Origin Breed Gender  Age (mo) Vaccination record Clinical signs

GE R O] D N
1 2009 Bagé / RS Mo F 3 NV - - - - -
2 2009 Bagé / RS Mo F 3 NV - - - - -
5 2009 Bagé / RS Mo F 3 NV - - - - -
6 2009 Bagé / RS Mo M 12 NV - - - - -
8 2010 Bagé / RS Mo M 4 NV - - - - -
21 2009 Cachoeirinha / RS D M 5 \Y HGE - - - -
27 2011 Canoas / RS LR F 2 V(1) + - - - -
105 2012 Cambé / PR Mo M NA NV - - - + +
106 2012 Cambé / PR Mo F NA NV - + - - +
107 2012 Cambé / PR Bo M 4 NV - + - - -
30 2008 Caxias do Sul / RS cc M 6 \Y - - - - -
35 2009 Caxias do Sul / RS Mo M 5 \Y - - - - -
36 2009 Caxias do Sul / RS Mo M 5 \Y - - - - -
38 2009 Caxias do Sul / RS Mo F 2 V(I) - - - - -
44 2012 Cuiabd / MT Mo F 4 NA NA NA NA NA NA
45 2012 Cuiabd / MT LA M 3 NA NA NA NA NA NA
46 2012 Cuiabd / MT Mo F 8 NA NA NA NA NA NA
47 2012 Cuiabd / MT Pug F 2 NA NA NA NA NA NA
59 2012 Cuiabd / MT BT M 5 NA NA NA NA NA NA
61 2012 Cuiabd / MT Mo F 3 NA NA NA NA NA NA
64 2012 Cuiabd / MT ST F 3 NA NA NA NA NA NA
72 2009 Florianopolis / SC Mo M 10 NV HGE - - - -
73 2009 Glorinha /RS Mo M 4 NV - - - - -
76 2009 Gravatai / RS Mo M 7 NV - - - - -
80 2012 Gravatai/ RS D M 10 \Y - + + + -
100 2012 Londrina/PR Mo F 8 NV HGE + + + -
101 2012 Londrina/ PR Mo M 24 NV + - + + +
102 2012 Londrina/PR Mo M 24 NA + - + + -
103 2012 Londrina/PR Mo F 24 V(1) + + + + -
104 2012 Londrina/ PR Mo M 24 NV - + - - +
108 2012 Londrina/PR Mo F NA NV + - + - -
109 2012 Londrina/PR Mo F 18 V() - + + + -
112 2012 Maringa / PR NA M 7 NA NA NA NA NA NA
114 2012 Maringa/ PR NA F 6 NA NA NA NA NA NA
115 2012 Maringa / PR NA F 4 NA NA NA NA NA NA
117 2012 Maringa /PR NA M 3 NA NA NA NA NA NA
119 2012 Maringa /PR NA NA NA NA NA NA NA NA NA
124 2012 Maringa /PR NA M 2 NA NA NA NA NA NA
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Supplementary data.

Table 2. Description of CDV RT-PCR-positive dogs analyzed in this study.

Abbreviations: F: female; M: male; m: month; BF: Bichon Frisé; Bo: Boxer; BM: Brazilian Mastiff; BT: Brazilian Terrier; CC: Chow Chow; Da:
Dachshund; EB: English Bulldog; FB: French Bulldog; GS: German Shepherd; LA: Lhasa Apso; LR: Labrador Retriever; Mo: Mongrel; Pi:
Pinscher; Po: Poodle; Ro: Rottweiler; ST: Shi-Tzu; NA: not available; NV: not vaccinated; V(I): incomplete vaccination; V: vaccinated; D:
dermatological; GE: gastroenteritis; HGE: hemorrhagic gastroenteritis; N: neurological; O: ophthalmic; R: respiratory; MT: Mato Grosso; PR:
Parana; RS: Rio Grande do Sul; RJ: Rio de Janeiro; SC: Santa Catarina; SP: S8o Paulo. Bold indicate isolates included on the phylogenetic
analysis.
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4 DISCUSSAO

A cinomose é uma das principais doencgas virais que afetam cdes no Brasil. O
objetivo principal deste trabalho foi detectar CDV de amostras clinicas de caninos
utilizando RT-PCR e avaliar a variabilidade genética das cepas de campo obtidas.

Estima-se que 25% a 75% dos cdes susceptiveis de CD sdo infectados
subclinicamente e transmitem o virus, sem qualquer sinal clinico de doenca (GREENE;
APPEL, 2006). Além disso, os animais assintomaticos ndo sdo diagnosticados e
permanecem como um reservatorio de CDV. Portanto, a utilizacdo de RT-PCR é til
para detectar CDV em animais assintomaticos. Em nosso estudo, 23,87% dos animais
CDV-positivos eram assintomaticos.

Ha relatos recentes de ressurgimento e aumento da incidéncia de CDV em vérios
continentes, incluindo a América do Sul. No Brasil, estudos epidemiol6gicos tém
sugerido que a cinomose é endémica em populagdes caninas urbanas, sendo uma das
principais causas de morte (GOUVEIA; MAGALHAES; RIBEIRO, 1987; FIGUERA et
al., 2008). Muitos animais ndo sdo vacinados, principalmente devido a situacdo
econdmica dos proprietéarios, o que explica a situacdo endémica do virus na regido.

O controle da cinomose é alcancado, principalmente, através da vacinagdo
(CHAPPUIS, 1995). No entanto, muitos surtos da doenca em cdes vacinados foram
documentados (BLIXENKRONE-M@LLER et al., 1993; HAAS et al., 1997; JOZWIK;
FRYMUS, 2002; SIMON-MARTINEZ et al., 2008). Em nosso estudo, 12,2% dos cies
eram vacinados. A qualidade da vacina, uma resposta imune fraca e a diversidade
genética do CDV sdo as principais causas de falhas na protecéo conferida pelas vacinas
contra a cinomose (LAN et al., 2006). A proteina H do CDV é um dos antigenos alvo
importantes para a resposta imune do hospedeiro, em que a maior variacao
genética/antigénica é encontrada (VON MESSLING et al., 2001). Nos cdes deste
estudo, a vacinagdo com a vacina viva atenuada foi realizada em 19 de 155 casos
positivos. O gene H do CDV de um destes foi sequenciado (Bra-110/12) e a sequéncia
era claramente distinta das cepas de vacinas conhecidas, tal como foi demonstrado em
estudos anteriores de outras cepas de campo (HAAS et al., 1997; PARDO; JOHNSON;
KLEIBOEKER, 2005).

Uma imagem mais refinada das relagdes filogenéticas entre cepas de CDV é

obtida quando as sequéncias do gene H sdo analisadas. Analisando este gene, pelo
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menos nove genotipos diferentes podem ser distinguidos, de acordo com a distribuigdo
geogréfica. Em nosso estudo foi possivel observar a presenca de dois gendtipos bem
definidos circulando na América do Sul. O genotipo América do Sul-1 contém isolados
do Brasil, Argentina e Uruguai, e um segundo grupo, designado América do Sul-Il, o
qual contém principalmente isolados da Argentina. A grande maioria das amostras
agrupou em um cluster (genétipo América do Sul-1) claramente separado das cepas
vacinais, embora a amostra Bra-188/08 ficou localizada proxima as amostras Rockborn-
like. Na Argentina, o gendtipo América do Sul-Il parece ser prevalente, o qual é mais
relacionado ao genotipo Europa Selvagem (CALDERON et al., 2007).

Amostras Rockborn-like ja foram descritas (MARTELLA et al., 2011).
Recentemente, isolados semelhantes a cepa vacinal tém sido detectados em animais
selvagens, mas os relatos em cées sdo ocasionais (HARDER; OSTERHAUS, 1997;
PARDO; JOHNSON; KLEIBOEKER, 2005). Um grupo de sequéncias, incluindo a
cepa 25259 e o isolado do panda vermelho, geralmente ocupa uma posigdo
intermediaria entre a os gendtipos Asia-1 e Europa Selvagem. Sua classificagdo em um
desses dois grupos varia entre as diferentes regides gendmicas investigadas e os autores
que realizaram a pesquisa (BENETKA et al., 2011; MARTELLA et al., 2006;
MCCARTHY; SHAW; GOODMAN, 2007). Neste estudo, este cluster esta mais
relacionado aos gendtipos Ameérica do Sul-1l e Europa Selvagem. Nos o classificamos
no grupo Rockborn-like, de acordo com uma revisdo recente (MARTELLA et al.,
2011).

Analisando a identidade de nucleotideos e a arvore filogenética, pode-se sugerir
que os grupos Europa Selvagem, América do Sul-1l e Rockborn-like sdo subgenétipos
do mesmo genotipo. Ja havia sido sugerido que os grupos Ameérica do Sul-Il e Europa
Selvagem sdo relacionados (PANZERA et al., 2012). Supondo-se que os membros de
um genotipo particular de CDV tém mais de 95% de identidade de nucleotideos no gene
H (MOCHIZUKI et al., 1999), pode-se sugerir que estes trés grupos sdo parte do
mesmo genotipo.

A cepa Rockborn canina foi isolada em células primarias de rim canino, e
alegou-se ser atenuada (ROCKBORN, 1958). O virus se manteve patogénico apés 36
passagens seriadas em células primarias de rim canino, mas tornou-se completamente
atenuado apds 56 passagens seriadas (ROCKBORN, 1960). A cepa Rockborn foi
retirada de varios mercados, apds meados de 1990, como consequéncia de notificacdes

de casos suspeitos de encefalite pds-vacinal, considerando que poderia ser menos
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atenuada e menos segura que outras cepas vacinais, como por exemplo a cepa
Onderstepoort (GLOYD, 1995). Apesar disso, a cepa € reivindicada como parte de uma
vacina comercial disponivel no mercado nacional. Enquanto a maioria das vacinas
atualmente utilizadas sdo atenuadas, existe a possibilidade, embora remota, de reversdo
a viruléncia. Esta poderia ser a explica¢do de porgue ainda circula nesta regido, uma vez
que o céo infectado com o isolado Bra-188/08 néo foi vacinado.

Analisando o gendtipo América do Sul-1 separadamente, pode-se sugerir que ha
mais do que um subgenotipo circulando nessa regido, de acordo com as areas
geogréficas. Pelo menos 7 subgendtipos parecem estar circulando (subgenétipos A-G).
Além disso, a maioria dos isolados do Rio Grande do Sul é mais semelhante aos
isolados de Uruguai e Argentina que de outras regies do Brasil, o que é explicado pela
proximidade geografica destas regiGes. O movimento descontrolado de cdes entre
continentes tem sido relacionado a recirculacdo de variantes de CDV ao redor do
mundo. Nos Estados Unidos e na Europa Ocidental hd& melhor cumprimento dos
protocolos vacinais que em partes da Europa Central e Leste Europeu, onde diversas
variantes foram relatadas (DEMETER et al., 2007). O mesmo cenario ocorre na
América do Sul, o que pode explicar a presenca de diferentes subgen6tipos nesta regiao.

A proposta do termo “genotipo” para distinguir entre as varias linhagens
genéticas de CDV foi feita com base na classificacdo utilizada para o virus do sarampo
(BOLT et al., 1997) e € hoje amplamente aceito para a definicdo de novas linhagens de
CDV (MOCHIZUKI et al., 1999). No caso do virus do sarampo, diferentes genétipos e
subgenotipos co-circulam num dado momento (JIN et al., 1997; ZHANG et al., 2012).
Os subgendtipos do presente estudo foram definidos pelas propriedades filogenéticas da
sequéncia de nucleotideos do gene H, isto €, cepas do mesmo clado com pelo menos
97% de identidade de nucleotideos foram considerados como pertencentes a0 mesmo
subgenotipo. Além disso, estdo claramente separados na arvore filogenética. A
classificacdo destes clados em subgenoétipos para CDV ndo havia sido sugerida
anteriormente.

Em resumo, nossos dados indicam a presenga de dois genotipos co-circulando
com diferentes frequéncias na América do Sul: 1) genotipo América do Sul-I, que inclui
isolados do sul do Brasil, Uruguai e Argentina, agrupados em sete subgenotipos
denominados de A a G, 2) dentro do grupo América do Sul-11, formado exclusivamente
por isolados da Argentina, que poderiam ser agrupados com os clados Europa Selvagem

e Rockborn-like parte do gendtipo X. O nivel de variagdo genética observada entre esses
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isolados desses gendtipos e cepas vacinais indica que a reversdo da viruléncia de cepas
vacinais deve ser considerada um possivel fator que conduz ao ressurgimento de casos

de cinomose em populacgdes de cées vacinados.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos neste estudo indicam a presenca de dois gendétipos de CDV
distintos circulando em cées na América do Sul.

A grande maioria das amostras coletadas de cdes no Brasil pertence ao gendtipo
América do Sul-l, com excecdo de uma amostra (Bral88/08) virtualmente
idéntica, em relacdo & identidade da sequéncia de nucleotideos, a cepa
Rockborn, de origem vacinal. A amostra Bral88/08 € semelhante a outras
amostras Rockborn-like ja descritas.

O grupo América do Sul-11 inclui somente isolados da Argentina.

A andlise filogenética sugere a presenca de sete subgenétipos circulando na
América do Sul, como parte do gen6tipo América do Sul-I.

Propde-se que as amostras Rockborn-like, o grupo América do Sul-11 e o grupo
Europa Selvagem sejam considerados subgendtipos do genotipo X.

Animais vacinados sdo afetados pela doenca tanto quanto animais nao
vacinados.

Cées CDV-positivos podem apresentar sinais clinicos ou néo.

Estudos mais aprofundados serdo necessarios para avaliar as consequéncias da
variabilidade genética inerente ao CDV na protecdo induzida pelas vacinas

atualmente utilizadas e seu papel nas falhas vacinais observadas.
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