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Resumo

DOS SANTOS, Winnie de Oliveira. Detec¢cdo molecular de coronavirus canino
(CCoV) em cées no municipio de Pelotas — RS. 2022. 45f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

O coronavirus canino (Canine coronavirus — CCoV) € um patégeno de ampla
distribuicdo geogréfica, associado principalmente a quadros de gastroenterite
autolimitante em cdées. Este virus pertence a familia Coronaviridae, sendo
classificado em dois genotipos principais: CCoV-l e CCoV-Il. O gendtipo CCoV-Il é
ainda subdividido em CCoV-lla e CCoV-llb devido a eventos de recombinacdo
genética. Dentre as cepas conhecidas, as pantropicas do CCoV-lla destacam-se por
causarem infeccdes sistémicas severas, frequentemente associadas a altos indices
de mortalidade. A relevancia do estudo sobre o CCoV vai além de sua
patogenicidade direta. A alta capacidade de mutacdo do virus, uma caracteristica
marcante observada também na pandemia de COVID-19 em 2020, evidencia a
necessidade de monitoramento continuo de sua circulacdo e disseminacdo em
diferentes populacdes de cées. Essa vigilancia é crucial para prevenir surtos e
identificar possiveis variantes de maior impacto na saude animal. O diagndstico
preciso desempenha papel fundamental na gestdo de doencas virais como o CCoV.
Testes baseados em PCR, por sua maior sensibilidade em relacdo aos métodos
imunocromatograficos comerciais, permitem maior confiabilidade na detec¢do do
virus, facilitando o fechamento diagnéstico em cées que apresentam sinais clinicos
de gastroenterite ou infeccbes mais graves. No municipio de Pelotas, Rio Grande do
Sul, dados epidemiolégicos sobre a circulagdo do CCoV ainda sdo escassos, 0 que
limita o entendimento de sua dinamica local. Assim, este estudo teve como objetivo
investigar a presenga do coronavirus canino em caes domiciliados na cidade, por
meio de um protocolo de semi-nested RT-PCR direcionado ao gene M do CCoV. A
partir dessa abordagem, busca-se nédo apenas identificar a ocorréncia do virus, mas
também reforgar a importancia de métodos diagndsticos precisos

Palavras-chave: coronavirus canino; virologia; ccov; epidemiologia; diagnaostico; rt-
pcr.



Abstract

DOS SANTOS, Winnie de Oliveira. Detection of canine coronavirus (CCoV) in
rectal swab and organs of dogs in Pelotas. 2022. 45f. Dissertation (Master degree
in Sciences) - Programa de Pés-Graduacéo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Canine coronavirus (CCoV) is a pathogen with a wide geographic distribution,
primarily associated with self-limiting gastroenteritis in dogs. This virus belongs to the
Coronaviridae family and is classified into two main genotypes: CCoV-I and CCoV-II.
The CCoV-II genotype is further subdivided into CCoV-lla and CCoV-lIb due to
genetic recombination events. Among the known strains, the pantropic CCoV-lla
strains stand out for causing severe systemic infections, often associated with high
mortality rates. The relevance of studying CCoV extends beyond its direct
pathogenicity. The virus's high mutation capacity, a hallmark feature also observed
during the 2020 COVID-19 pandemic, underscores the need for continuous
monitoring of its circulation and spread in different dog populations. This surveillance
is crucial for preventing outbreaks and identifying potential variants with greater
impacts on animal health. Accurate diagnosis plays a fundamental role in managing
viral diseases such as CCoV. PCR-based tests, due to their higher sensitivity
compared to commercial immunochromatographic methods, provide greater reliability
in virus detection, facilitating definitive diagnoses in dogs presenting clinical signs of
gastroenteritis or more severe infections. In the municipality of Pelotas, Rio Grande
do Sul, Brazil, epidemiological data on CCoV circulation remain scarce, limiting the
understanding of its local dynamics. Therefore, this study aimed to investigate the
presence of canine coronavirus in domiciled dogs in the city using a semi-nested RT-
PCR protocol targeting the CCoV M gene. Through this approach, we seek not only
to identify the occurrence of the virus but also to emphasize the importance of
precise diagnostic methods and to support control and prevention strategies,
contributing to local veterinary public health.

Keywords: canine coronavirus; virology; ccov; epidemiology; diagnosis; rt-pcr.
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1 Introducéo

O coronavirus canino (Canine Coronavirus, CCoV) pertence a familia
Coronaviridade, subfamilia Orthocoronavirinae nos géneros Alphacoronavirus e
Betacoronavirus (ICTV, 2019). O genoma dos membros dessa familia, € uma
molécula de RNA de fita simples e sentido positivo (BRANDAO et al., 2017). As
proteinas estruturais presentes nos virions sao: a glicoproteina de espicula (S), a
proteina de membrana (M), a proteina de nucleocapisideo (N) e a proteina de
envelope (E). A entrada do coronavirus na célula do hospedeiro € controlada
principalmente pela glicoproteina S, presente no envelope viral, pois ela possui
capacidade de se ligar e fundir a membrana celular (MASTERS, P. S.; PERLMAN,
S., 2013; MILLET, J. K.; WHITTAKER, G. R., 2015).

Em relacdo a evolucdo genética observada nos coronavirus, as cepas de
CCoV séao classificadas em dois grupos, CCoV tipo | (CCoV-l) e tipo Il (CCoV-II). O
CCoV-Il também ¢é classificado em dois subtipos: CCoV-lla, que deriva da
recombinacdo com um coronavirus felino (FCoV-Il), e CCoV-llb, que deriva da
recombinacdo com o virus da gastroenterite transmissivel dos porcos (TGEV)
(TIMURKAN et al., 2020; DECARO et al., 2011). O CCoV-l e Il também sao
conhecidos como coronavirus canino entérico, causadores de diarreia, contudo,
desde 2012 tém sido descritos cepas de CCoV-lla pantropicas, com perfil mais
virulento. No género betacoronavius, esta classificado o coronavirus respiratorio
canino (CRCoV).

A maioria dos estudos para classificacdo do CCoV tém como enfoque a
analise da proteina S, que € alvo dos anticorpos neutralizantes (PINTO et al., 2014;
TIMURKAN et al., 2020). Esta € a principal abordagem para identificar cepas
pantrépicas; entretanto, no estudo realizado por Timurkan et al. (2020), apenas 10
das 26 amostras produziram amplificacdo para essa regido do gene, mostrando que

apenas a utilizacdo do gene S para o diagnostico pode resultar em falsos negativos.
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A imunidade, ap0s a exposicao natural ao coronavirus canino entérico (CCoV-
1), ndo fornece protecdo completa contra a infeccdo com a cepa pantropica (CCoV-
lla) (DECARO et al., 2010; TIZARD, 2020). Apesar de apresentarem niveis séricos
elevados de anticorpos como resultado da exposicao anterior ao CCoV entérico, 0s
cdes desafiados com CCoV-lla ainda desenvolveram vomitos e diarreia, aléem de
uma linfopenia grave (LICITRA et al., 2014).

Filhotes de cdes com menos de um ano de idade, sdo altamente suscetiveis a
infecgbes gastrointestinais. A diarreia aguda é uma das manifestacdes clinicas mais
comuns, podendo levar a desidratacdo grave e morte (HUBBARD et al., 2007,
DUIJVESTIJN et al., 2016). Assim como vOmito, perda de apetite e letargia
(BRANDAO et al., 2017).

O coronavirus canino (CCoV) é um patdégeno de ampla distribuicdo
geografica, associado principalmente a gastroenterites em cdes. Recentemente, 0
surgimento de cepas pantropicas, como a CCoV-lla, aumentou a preocupacao com
sua patogenicidade, especialmente devido a capacidade de causar infeccbes
sistémicas graves (DECARO et al.,, 2012; PRATELLI et al., 2021). A alta taxa de
mutacdo e recombinacdo do CCoV, semelhante ao observado no SARS-CoV-2
(virus da COVID-19), reforca a necessidade de vigilancia continua para prevenir
surtos e identificar variantes de maior impacto (ZHANG et al., 2021). Durante a
pandemia de COVID-19, houve confusdo na populacdo sobre a possibilidade de
transmissdo entre cdes e humanos, embora ndo haja evidéncias de que o CCoV
infecte humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
Apoés o surgimento da cepa pantropica CCoV-lla, a mais virulenta (DECARO et al.,
2012), a deteccao, identificagdo e monitoramento desses novos coronavirus se
tornaram mais importantes, quando os caes sdo apresentados com gastroenterite
grave que anteriormente teria sido atribuida a infeccdo por Pavorvirus canino tipo 2
(CPV- 2) (PINTO et al., 2014). A incidéncia das coronaviroses que acometem caes
sdo pouco estudadas no Brasil, desta forma levantar dados sobre a existéncia
dessas patologias na regido é importante, para a implantacdo de medidas

preventivas adequadas e tratamentos apropriados.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve por objetivo detectar a presenca de CCoV em
amostras de cdes domeésticos sintomaticos e ndo sintomaticos, no municipio de
Pelotas (Rio Grande do Sul, Brasil).

2.2 Objetivos especificos
e Verificar presenca de coronavirus canino na regido e com a existéncia da
cepa pantrépica;
e Detectar o principal sinal clinico apresentado pelos cdes estudados;

e Analisar o percentual de cdes com sinais gastroentéricos e que estavam

infectados com o coronavirus canino.



3 Revisao de Literatura

3.1 Etiologia

Os membros da familia Coronaviridae estdo divididos em 3 subfamilias, 6
géneros, 28 subgéneros, 54 espécies (ICTV, 2021). A subfamilia Orthocoronaviridae
possui quatro géneros: Alphacoronavirus (aCoV), Betacoronavirus (BCoV),
Gammacoronavirus (yCoV) e Deltacoronavirus (6CoV), caracterizados por um
tropismo tecidual varidvel e pela capacidade de atravessar facilmente as barreiras
interespécies, causando doencas com diferencas notaveis (PRATELLI, 2011,
PRATELLI et al., 2022). E aceito que os alfa e betacoronavirus infectam apenas
espécies de mamiferos, enquanto osgama e deltacoronavirus infectam espécies de
aves, embora alguns deles também possam infectar mamiferos, como por exemplo,
espécies de baleias e suinos) (DOMANSKA-BLICHAR?Z et al., 2020).

Os coronavirus possuem virions envelopados e pleomorficos, cujo diametro
pode variar de 80 a 120nm, apresentando um diametro médio de 100nm. A
aparéncia desses virus, quando observados sob microscopia eletrdnica (ME), deu
origem ao nome da familia. Os virions possuem geralmente uma forma esférica, com
o envelope circundado por peplédmeros ou projecdes externas de aproximadamente
20nm de extensdo, que conferem a particula uma aparéncia similar a uma coroa
(Figura 1). Essas projecdes externas sdo formadas pelas glicoproteinas S da
superficie (Figura 2) do envelope viral (BRANDAO et al., 2017).
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Figura 1 - Microscopia eletrénica do CcoV

Fonte: MENEZES, M. E. (2020) (http://surl.li/oubrjv)

Figura 2: - Estrutura do virion da familia Coronaviridae.

. Sk glycoprotein
trimer (S)

Nucleoprotein (N)
and RNA genome

Membrane protein
M)

¥ Envelope small membrane protein
> pentamer (E)

SIB Swiss Instute of Bioinformatics

Fonte: EXPASY® ViralZone (https://viralzone.expasy.org/764?outline=all_by_species)

O genoma dos virus da familia Coronaviridae é formado por uma molécula de
RNA de cadeia simples e sentido positivo ((+)ssRNA), possui uma extremidade CAP
5' e uma extremidade 3' poliadenilada, em ambas as extremidades, existem regides
nao traduzidas (UTRs), que desempenham papéis importantes na transcricdo e
replicacdo viral. Dependendo da espécie, existem 7 a 14 quadros de leitura aberta
(ORFs) que codificam as diferentes proteinas virais, sendo que as porcdes
correspondentes a ORFla, 1b, S, E, M e N sdo conservadas entre as diferentes
espécies (Figura 3) (COLINA et al., 2021; MASTERS, 2006; YANG & LEIBOWITZ,
2015).
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Figura 3: Estrutura genémica de espécies dos quatro géneros de coronavirus?
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Fonte: COLINA et al., 2021; MASTERS, 2006; YANG & LEIBOWITZ, 2015)

Existem dois genotipos do CCoV, denominados, CCoV tipo | (CCoV-I) e tipo I
(CCoV-Il), com base em diferencas nos genes M e S. Cepas recombinantes do
CCoV-Il foram relatadas, o que levou a uma classificacdo do gendtipo em dois
subtipos, o CCoV-lla (tradicional) e o CCoV-llb, recombinada com Virus da
gastroenterite transmissivel (TGEV) (GREENE & DECARO, 2015). A existéncia de
uma cepa de CCoV-lla hipervirulenta, conhecida como CCoV pantropico (pCCoV —
CB/05), tem sido relatada desde 2005 e é capaz de se espalhar para tecidos extra-
intestinais (BUONAVOGLIA et al., 2006; ALFANO et al., 2020).

3.2 Epidemiologia

O coronavirus canino € cosmopolita e endémico em populacbes de caes,
podendo estar associado a surtos esporadicos de enterite nos animais. Os caes
afetados podem apresentar sinais leves a moderados de enterite. As manifestacdes
mais frequentes sdo diarréia, vomito, desidratacdo, perda de apetite e letargia
(BRANDAO et al., 2017). Historicamente, casos graves de infeccéo por coronavirus
tém sido associados a coinfec¢cdo com cdes positivos para parvovirose, mas as
mortes por coronavirus canino aumentaram recentemente na auséncia de
coinfecgdo conhecida, especialmente em canis (WHITTAKER; BROWNLIE, 2017).

1Em todos os coronavirus, os genomas (~27-33 kbp) sdo organizados em ORFs ndo estruturais 5'
(ORFla e ORF1b), que sao dois tercos do genoma, e ORFs estruturais e acessorios 3. A
representacdo dos coronavirus de importancia veterinaria incluem: alfacoronavirus, representados
pelo virus da peritonite infecciosa felina (FIPV) (Sequéncia de Referéncia NCBI: NC_002306.3);
betacoronavirus, representados pelo virus da hepatite murina (MHV) (Sequéncia de Referéncia NCBI:
NC_048217.1); gamacoronavirus, representado pelo virus da bronquite infecciosa aviaria (IBV)
(Sequéncia de Referéncia NCBI: NC_001451.1), e deltacoronavirus, representado pelo coronavirus
suino HKU15 cepa HKU15-155 (GenBank: JQ065043.2). Fonte: Colina et al. (2021).
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No trabalho realizado por Radford et al. (2021), o CCoV mostrou forte
sazonalidade, onde o numero de testes positivos obteve pico durante os meses de

inverno, na Unido Européia, fazendo o acompanhamento anual dos casos.

Investigacdes epidemioldgicas revelaram que os CCoVs se espalharam pelo
mundo (COSTA et al., 2014; DECARO et al., 2009; DECARO et al., 2012; ERLES;
BROWLIE, 2009,; MCELLIGOTT et al., 2011; NAYLOR et al., 2001; NTAFIS et al.,
2013; STAVISKY et al., 2012). Na regiao central do estado do Rio Grande do Sul,
Dezengrini et al. (2007), detectaram anticorpos contra o CCoV em 50,4% de cées
nao vacinados. No trabalho realizado por Castro et al. (2010), na cidade de Pelotas,
regido sul do Rio Grande do Sul, foram detectados anticorpos em 45,5% dos caes

nao vacinados examinados, confirmando a circulagdo do CCoV nessas regioes.

3.3 Ciclo replicativo e patogenia

Em animais naturalmente infectados, o periodo de incubacao viral é curto,
ficando entre um a quatro dias, enquanto, in vitro o periodo de incubacao leva cerca
de vinte e quatro a quarenta e oito horas. Em geral, é possivel detectar o CCoV nas
fezes de cédes infectados entre 3 e aproximadamente 14 dias apés a infeccdo
(GREENE, 2015). A entrada do coronavirus na célula do hospedeiro € controlada
principalmente pela glicoproteina S (spike), presente no envelope viral, pois ela
possui capacidade de se ligar e fundir-se a membrana (MASTERS; PERLMAN,
2013; MILLET; WHITTAKER, 2015). Os receptores responsaveis por essa ligacdo ja
foram identificados para alguns coronavirus, incluindo a aminopeptidase N, enzima
conversora de angiotensina e moléculas de adesado relacionadas ao antigeno
carcinoembriogénico (CEACAM), mas ainda sdo desconhecidos para outros
(BRANDAO et al., 2017).

Apos a entrada do coronavirus na célula hospedeira, uma série de eventos
moleculares ocorre para permitir sua replicacdo. Inicialmente, ha a tradugéo do gene
da replicase presente no genoma viral, o que resulta na formacao de poliproteinas
gue sado posteriormente processadas. Em seguida, ocorre a transcricao e sintese de
RNA viral. Durante esse processo, as proteinas estruturais virais S (spike), E
(envelope) e M (membrana) sao sintetizadas e inseridas no reticulo endoplasmatico.
As proteinas M e E trabalham em conjunto para formar o envelope viral.
Paralelamente, a proteina N (nucleocapsideo) liga-se ao RNA viral, sendo

estabilizada pela interacdo com a proteina M. Essa ligacdo é essencial para manter
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a integridade do complexo RNA-proteina. Essas intera¢des facilitam a montagem
das particulas virais na membrana do compartimento intermediario reticulo
endoplasmatico-Golgi, dando inicio ao processo de brotamento. Finalmente, os
virions maduros, formados dentro de vesiculas associadas a membrana, séo
liberados da célula hospedeira por exocitose (Figura 4) (PARKHE; VERMA, 2021).

Figura 4: Ciclo de replicagao do coronavirust
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Fonte: PARKHE; VERMA, 2021.

3.4 Sinais Clinicos

O CCoV infecta e se replica nos enterécitos apicais e laterais das vilosidades
intestinais (enterdcitos maduros), resultando em degeneracdo e/ou necrose celular
caracterizada por atrofia dos enterécitos, perda da borda em escova celular e
desprendimento de células necréticas para o lumen intestinal. A degeneracéo e a
destruicdo de enterdcitos maduros nas pontas das vilosidades podem levar a atrofia
destas , resultando clinicamente em ma digestédo, ma absor¢éo e diarreia (HAAKE et
al., 2020). O CCoV é considerado responsavel pela infeccdo gastrointestinal em
cées; mais precisamente, os filhotes jovens sdo mais suscetiveis (HOSSAIN et al.,
2022; DECARO; BUONAVOGLIA, 2008; ZAPPULLI et al., 2008).

IN, Nucleocapsideo; S, proteina Spike; M, proteina de membrana; E, proteina de envelope; RE,
reticulo endoplasmatico; ERGIC, compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico-Golgi.
Fonte: Parkhe & Verma (2021).
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Normalmente, o coronavirus se replica nos enterécitos da ponta das
vilosidades intestinais, e causa um grau variavel de enterite e excrecao de virus por
um longo periodo através das fezes (HOSSAIN et al. 2022; DECARO et al., 2005;
PRATELLI et. al., 2002).

Assim, o0s sinais clinicos mais comuns nos caes sao letargia, anorexia,
vomito, diarreia e desidratacdo, com duracdo de 1 a 2 semanas, além de alteracdes
hematoldgicas como linfopenia (HOSSAIN et al., 2022; DECARO; BUONAVOGLIA,
2008; ZAPPULLI et al., 2008). Cepas pantrépicas de coronavirus canino também
foram descritas por Whittaker e Brownlie (2017), causando doenca sistémica grave
caracterizada por febre, anorexia, prostracao, vomitos, diarreia, leucopenia e sinais

neuroldgicos, incluindo ataxia e convulsdes.

3.5 Diagnéstico

O diagndstico presuntivo do CCoV pode ser obtido através da associacéo
entre sinais clinicos e alteracdes laboratoriais, complementados por testes
laboratoriais especificos, destacando-se a RT-PCR. A leucopenia € uma das
alteracbes mais frequentes, com reducgdo significativa do ndmero de leucdcitos,
especialmente linfécitos, um indicativo de comprometimento do sistema imunoldgico
(PARKHE et al., 2021). Além disso, alteracdes no perfil bioquimico sdo comuns, com
destaque para hipoglicemia, que pode ocorrer devido a disfuncdo hepética ou a
resposta inflamatdéria sistémica. Também séo frequentemente observadas elevacdes
nas enzimas hepdéticas, como ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato
aminotransferase), indicando possivel envolvimento do figado na infeccao viral (LI et
al., 2020). Outras anomalias incluem alteracbes no perfil proteico, com reducéo de
proteinas totais, refletindo a resposta inflamatéria crbnica, e alteracbes nos
eletrolitos séricos, como hiponatremia, em casos mais graves (SMITH et al., 2022).
Foi desenvolvido um ensaio de RT-PCR altamente sensivel para a deteccdo do
CCoV em amostras fecais. A PCR quantitativa com deteccdo fluorogénica
possibilitou a deteccao precisa da cepa viral, a quantificacdo do virus e a rapida
discriminacéo entre os genotipos do CCoV (GREENE; DECARO, 2015).

A pesquisa de anticorpos tem utilidade limitada no diagndéstico, por dois
fatores principais: a) o coronavirus é amplamente disseminado na populagéo canina,

e a infeccdo frequentemente é subclinica; e b) a presenca de anticorpos no soro
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nem sempre indica exposicao recente ao virus. A sorologia pareada poderia ser Util,
demonstrando soroconversédo. Para a deteccdo de anticorpos no soro, sao utilizadas
técnicas como soroneutralizacdo, imunoperoxidase e ELISA. Kits comerciais de
imunoquimioluminescéncia estdo disponiveis para uso em clinicas e consultorios,
sendo que a presenca de anticorpos no soro pode indicar infeccdo recente pelo
CCoV (BRANDAO et al., 2017).

3.6 Profilaxia e Controle

Segundo Tizard (2020), a vacinacdo de cades contra o coronavirus canino
(CCoV) permanece um tema controverso. Apesar da disponibilidade de vacinas
vivas inativadas e modificadas contra o virus do grupo 1, seu uso é frequentemente
guestionado, visto que a infeccdo por CCoV geralmente causa apenas uma
gastroenterite leve, autolimitada ou assintomatica, caracterizada por anorexia, febre
e diarreia. Essa condicao afeta principalmente filhotes com menos de seis semanas
de idade e na maioria dos casos é autolimitante. Além disso, 0 momento da
vacinacao, geralmente ocorre entre seis e doze semanas de idade, coincide com a
interferéncia dos anticorpos maternos, o que pode limitar a eficacia protetiva da
vacina nesse periodo critico (DECARO; BUONAVOGLIA, 2021).

Embora a vacinacdo ndo seja amplamente recomendada para o CCoV, ela
pode ser considerada em situacdes de alto risco, como em ambientes com alta
densidade populacional, onde a transmissdo horizontal do virus € mais provavel,
como canis, abrigos e locais de reproducdo (DAY et al., 2016). As vacinas
disponiveis podem reduzir a gravidade clinica e a excrecdo viral, mas sua
capacidade de prevenir completamente a infec¢do é limitada. O foco principal deve
ser a adocdo de estratégias abrangentes de controle de infeccdo e manejo
ambiental.

O controle eficaz do CCoV inclui a separar os animais infectados para evitar a
disseminacgéo do virus, que é altamente contagioso, especialmente via contato fecal-
oral. O manejo adequado inclui o isolamento de filhotes recém-introduzidos ou
doentes e a limitacdo de contato direto com cades nao infectados. Além disso, a
limpeza rigorosa e a desinfec¢cdo do ambiente com produtos eficazes contra virus

envelopados, como solugfes a base de hipoclorito de s6dio, amdnia quaternaria ou
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compostos fenodlicos, sdo essenciais para reduzir a carga viral no ambiente
(GORMAN; MACKAY, 2020).

Por fim, a manutencdo de préticas adequadas de biosseguranca, incluindo o
controle de visitas e o monitoramento regular dos cdes em ambientes com
densidade populacional elevada, sdo fundamentais para minimizar a propagacao do
CCoV. Embora o uso de vacinas possa oferecer protecdo parcial em situacbes
especificas, o controle ambiental e a gestdo adequada sdo ferramentas

indispensaveis para prevenir surtos e limitar a transmiss@o do coronavirus canino.
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Avaliacao da frequéncia de coronavirus canino em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil
Assessment of the frequency of canine coronavirus in Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil

Resumo: O coronavirus canino (CCoV) é um virus que afeta principalmente o sistema
gastrointestinal de cdes. A severidade dos sintomas pode variar de leve a grave, dependendo
da idade dos cées, condicao geral de saude, e a presenca de infeccBes concomitantes. Filhotes
e cdes com sistema imune comprometido sdo mais suscetiveis a complicagdes. O objetivo
deste estudo foi avaliar a frequéncia de ocorréncia de CCoV na cidade de Pelotas, em cées
com doenca gastrointestinal e sem histérico de vacinagdo. O estudo analisou um total de 58
amostras (53 swabs retais e 5 6rgaos) de 54 animais, dos quais, 96,3% apresentavam sinais
gastrointestinais (desconforto abdominal, anorexia, vomito, diarreia e/ou melena). Por semi-
nested PCR tendo com alvo regido do gene M que detecta de todos os gendtipos de CCoV,
11,1% (6/54) dos cdes foram positivos para coronavirus. A frequéncia observada é
considerada moderada e destaca a importancia do CCoV como um patdgeno entérico em cées
da regido do estudo.

Palavras-chave: CCoV; ocorréncia; diagndstico; semi-nested PCR.

Abstract: Canine coronavirus (CCoV) is a virus that primarily affects the gastrointestinal
system of dogs. The severity of symptoms can vary from mild to severe, depending on the
dog's age, general health, and the presence of other concurrent infections. Puppies and dogs
with compromised immune systems are more susceptible to complications. The aim of this
study was to evaluate the frequency in which CCoV occurs in the city of Pelotas, in dogs with
gastrointestinal clinical signs and unvaccinated. The study analyzed a total of 58 samples (53
rectal swabs and 5 organs) from 54 animals, in which 96,3 % had gastroenteric signs
(abdominal discomfort, anorexia, vomiting, diarrhea and/or melena). By semi nested PCR
targeted to detect the M gene region of all CCoV genotypes, 11,1% (6/54) of dogs tested
positive for coronavirus. The observed frequency is moderate and highlights the importance
of CCoV as an enteric pathogen in dogs in the study region.
Key-words: CCoV; ocurrence; diagnosis; semi-nested PCR.
1. Introducéo

CCoV é considerado um patdgeno comum em cdes, atraindo grande preocupacao entre
veterinarios e tutores. CCoV séo envelopados, com RNA de fita simples e sentido positivo,
classificados na familia Coronaviridae. Desde a descoberta em 1971 M, o CCoV é descrito
associado ao desenvolvimento de sinais clinicos entéricos leves e autolimitantes, geralmente
em cdes com menos de 12 semanas de idade @%. Contudo, infeccBes simultaneas,
especialmente com parvovirus canino tipo 2 (CPV2), aumentam a severidade dos sinais
clinicos observados ®). Além disso, a partir de 2005, tem sido relatados casos de infecgGes por
CCoV pantrdpicos, associados a doenca sistémica e de alta letalidade ¢,

Em Pelotas, a circulacdo de CCoV foi relatada anteriormente atraves de um estudo
soroldgico, em que foi pesquisado a presenca de anticorpos especificos . Contudo, dados

sobre a frequéncia da ocorréncia de CCoV e sua associagdo com doencgas entéricas na regido



26

sdo desconhecidos. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de
ocorréncia de CCoV em cdes com sinais clinicos gastrointestinais em Pelotas, Rio Grande do
Sul.

2. Material e métodos
2.1 Desenho experimental e amostras

Swab retal e/ou o6rgdos provenientes de 54 cdes foram coletadas no Hospital de
Clinicas Veterinarias - UFPel e em seis clinicas privadas, no municipio de Pelotas, RS, entre
agosto de 2019 e janeiro de 2022. Foi dada prioridade a coleta de amostras de cdes que
apresentavam sintomas gastrointestinais, como vomito, diarreia e/ou melena. Foi inferido que
0 cdes do estudo ndo foram vacinados, embora informacdes sobre o histérico de vacinacao
eventualmente ndo estivesse disponivel. As amostras foram examinadas para CCOV por
semi-nested PCR e, sempre que possivel, swabs fecais de cdes com diarreia foram testados
para deteccdo de antigeno do parvovirus canino (CPV) usando um Kit de imunocromatografia
rapida (IC), seguindo as instrucbes do fabricante (Alere Parvovirus Ag Test, Abbott
Laboratories LTDA).

2.2 Coleta

Foram disponibilizados aos locais de atendimento clinico, tubos coletores contendo
0,5 ml de RNAlater™ Stabilization Solution da ThermoFisher Scientific™, juntamente com
swab estéril, para coleta de amostras de fezes a partir da mucosa retal. As amostras foram
acondicionadas refrigeradas por até 24 horas e entdo conduzidas ao Laboratério de Virologia -
UFPel onde foram mantidas a -80 °C até a anélise. O projeto foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) sob registro de nimero 10790-2020.

2.3 Isolamento de RNA e transcricdo reversa

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o kit “BioGene extragdo DNA/RNA viral”
(Bioclin, EUA), conforme as instrucdes fornecidas pelo fabricante, sendo as amostras
provenientes de 6rgdos, maceradas previamente em nitrogénio liquido. cDNA foi sintetizado
com Hight-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™, EUA),

conforme as instrucgdes fornecidas pelo fabricante.
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2.4 Semi-nested PCR

As amostras de cDNAs obtidas foram submetidas a uma semi-nested PCR, utilizando
primers descritos por Pratelli et al. ‘9, os quais permitem a deteccdo de um amplo espectro de
coronavirus. A sequéncia alvo para amplificacdo foi um segmento do gene que codifica para a
proteina de transmembrana denominada M, uma das regiGes mais conservadas nos ciclos
replicativos. Foram utilizados os seguintes primers: CCV1: forward 5-TCC AGA TAT GTA
ATG TTC GG-3'; CCV2: reverse 5-TCT GTT GAG TAA TCA CCA GCT-3' e CCV3: 5'-
GGT GTC ACT CTA ACA TTG CTT-3', sendo 0 CCV1 e o CCV2 utilizados no primeiro
round (produto esperado de 410 pb) e 0 CCV2 e CCV3 utilizados no segundo round (produto
esperado de 212 pb). O volume total da reagdo de PCR foi 25 pL, destes 12,5 ul. foram
GoTag® Colorless Master Mix (Promega - Fitchburg, EUA), 10mM em 1puL de cada primer,
3 uL de amostra e 7,5uL de 4gua livre de DNAse/RNAse. Agua livre de RNAse foi usada
como controle negativo e isolado de CCoV que estava armazenado no (NOME) foi utilizado
como controle positivo. As condigdes de termociclagem utilizadas para amplificagdo foram:
94°C por 5 minutos, 40 ciclos de 94°C, 56°C e 72°C por 45, 30 e 45 segundos,
respectivamente, e extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos de amplificacdo foram
analisados apds eletroforese em gel de agarose a 1,5%, coloracdo com brometo de etidio e
visualizacdo sob luz UV, na presenca de um marcador de 100 pb. Os produtos de amostras
positivas foram purificados usando GFX® PCR DNA e Gel Band Purification Kit (Cytiva,
EUA) e submetidos para sequenciamento de DNA. As amostras positivas foram confirmadas

como sendo CCoV (dados ndo mostrados).

3. Resultados e discusséo

Dos cées avaliados para a presenga de CCoV neste estudo, 96,3 % apresentavam sinais
clinicos gastrointestinais, sendo que 57,4% (31/54) apresentavam desconforto abdominal,
20,3% (11/54) anorexia, 48,1% (26/54) voémito, 90,7% (49/54) diarreia, e 7,4% (4/54)
apresentavam melena. A maioria dos caes amostrados tinham entre 2 e 8 meses (78%), mas a
idade amostrada variou entre 2 e 60 meses. Dos 54 cées, 2 eram filhotes e estavam
clinicamente saudaveis (controles negativos). Das amostras, 91,4% (53/58) foram swab retal,
e as demais (8,6%) foram o¢rgdos coletados por necropsia (5/58), sendo 2 amostras de
intestino delgado, uma de coracéo, uma de pulméo, e uma amostra de intestino grosso.

Dos 54 cées analisados, 6 foram positivos na semi-nested PCR (11,1%), provenientes
de 6 amostras de swab fecal e 1 amostra de intestino delgado. Os cées positivos apresentavam

idade entre 3 e 6 meses e todos apresentavam diarreia. As amostras positivas do presente
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estudo néo foram genotipadas. Genotipicamente, 0 CCoV é agrupado em CCoV-I e CCoV-II,
conforme diferencas na proteina de membrana (M) e proteina spike (S) do envelope viral. O
CCoV Il esta relacionado a doenca sistémica, além de enterite ¢:11:12),

Embora ndo fosse o objetivo principal deste estudo, algumas amostras (14/54) também
foram analisadas para a presenca de CPV. Todos os cdes que foram avaliados para CPV
apresentaram reagao positiva no teste IC. Infeccgdes por CCoV associadas com CPV tem sido
registradas*'®, com estudos no Brasil mostrando significativas taxas de ambos (*516),
Embora co-infec¢Bes de CCoV com CPV possuam a tendéncia a resultar em maior gravidade
clinica, é também importante reconhecer que infeccdo somente com CCoV pode causar
significativa mortalidade ®®. No presente estudo, infecccdo por CCoV e concomitante
deteccdo de CPV foi observada somente em um cdo. O cdo apresentava vomito e melena e
rapidamente veio a ébito. Ap6s necropsia, 0s achados macroscépicos e histopatologicos
observados foram consistentes com os anteriormente descritos ®. Macroscopicamente,
observou-se serosa intestinal com é&reas congestas, mucosa do intestino delgado avermelhada
e congesta, mucosa gastrica amarelada com ulceracGes e contetdo intestinal liquido. No
exame histoldgico, identificou-se necrose e degeneracdo das células epiteliais das criptas
intestinais, presenca de células sinciciais, contaminagdo bacteriana secundaria, infiltrado
inflamatorio e hemécias no tecido intestinal.

A frequéncia de ocorréncia de CCoV na populagdo canina pode variar dependendo de
varios fatores, como regido geografica, condi¢cdes de saude na populacao estudada (cdes com
diarreia vs. assintomaticos), condicGes sanitarias, métodos diagnosticos utilizados, circulacédo
de diferentes cepas e densidade populacional. Os estudos epidemioldgicos indicam que a
ocorréncia de CCoV pode ser mais alta em locais com grande concentracdo de cédes, como
abrigos, canis e areas urbanas densamente povoadas. No Brasil, é estimado que a populagéo
canina seja aproximadamente 20% a 25% da populacdo humana, dependendo da regiéo e das
condigBes socioecondmicas, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
Contudo, um estudo local realizado mostrou que h&d um céo domiciliado para cada dois
habitantes em Pelotas, superando a média nacional de um para cada quatro habitantes ou de
um para cada sete habitantes em média, na Europa ¢"19. Além disso, pesquisas realizadas
pelo Centro de Pesquisas Epidemioldgicas da Faculdade de Medicina da UFPel apontam
ainda que aproximadamente 70% dos cdes de Pelotas s&o sem-domiciliados, ou seja, com
tutores e com circulagdo livre pelas ruas; 10% s&o animais sem tutor e somente 20%
completamente domiciliados. E amplamente conhecido que um consideravel nimero de cies

errantes e semidomiciliados resulta em condicdes propicias a disseminagdo de patdgenos
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causadores de doencas que afetam a sua espécie, ou mesmo zoonoses. Nesse sentido, na
presente investigacdo havia uma expectativa de encontrar um maior nimero de cdes com
CCoV do que o encontrado. Ainda assim, a prevaléncia observada é considerada moderada e
destaca a importancia do CCoV como um patdgeno entérico em ces da regido do estudo @9,

Em um estudo abrangendo mais estados brasileiros, Alves et al. *® detectaram uma
maior frequéncia de ocorréncia de CCoV (30.4%), demonstrando ser o CCoV um patégeno
relevante em diferentes regides do Brasil. Evidéncia da presenca de CCoV ja havia sido
relatada em um estudo sorologico realizado na regido de Pelotas, onde a presenca de
anticorpos neutralizantes contra CCoV estavam presentes em 33% dos cdes sem
sintomatologia clinica amostrados . Uma menor prevaléncia de CCoV ¢é geralmente descrita
em paises com baixa densidade populacional canina, possivelmente associada a menor
interacdo entre 0s animais e boas préaticas sanitarias. No Reino Unido, por exemplo, em um
estudo transversal com 249 amostras de fezes obtidas de cdes presentes por razdes variadas
em clinicas veterinarias, somente 7 cies foram positivos, uma prevaléncia de 2,8% @,

A prevaléncia de CCoV pode ser reduzida com a adocdo de determinadas medidas.
Segundo as Diretrizes da World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) e a
American Animal Hospital Association (AAHA), ndo é recomendado realizar vacinagdo
contra o CCoV , devido a insuficientes evidéncias de que as vacinas fornecam adequada
protecdo . Contudo, a vacinagio pode ser utilizada em situacdes especificas e de alto risco,
como em abrigos ou criadouros, e local com historico de surtos. Assim, a reducdo da
prevaléncia de CCoV requer que varias estratégias sejam implementadas, com foco em
praticas rigorosas de higiene ambiental, utilizagdo de desinfetantes eficazes ?¥, minimizacio
da superlotacdo, isolamento de cdes infectados, tratamento adequado e préaticas de
monitoramento. Em ambientes de alto risco, a implementagdo rigorosa dessas medidas é

essencial para reduzir a transmissdo e o impacto do virus.

5. Concluséao

Os resultados permitem concluir que o CCoV esté presente na populacdo canina de
Pelotas, RS e deve ser incluso como parte do diagnostico diferencial de gastroenterites,
permitindo uma abordagem mais assertiva para a implementacdo de medidas preventivas e

terapéuticas adequadas.
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Material suplementar
Tabela S1 — Caes analisados, caracterizados por sexo, idade, sinais clinicos e resultados
obtidos para coronavirus canino (CCoV) e parvovirus canino (CPV).

Declaracao de conflito de interesse
Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

Referéncias

1.Pratelli A. The Evolutionary Processes of Canine Coronaviruses. Advances in Virology.
2011;2011:1-10. Disponivel em: https://doi.org/10.1155/2011/562831

2.Pollock RVH, Carmichael LE. Canine Viral Enteritis. Veterinary Clinics of North America:
Small Animal Practice. 1983 Aug;13(3):551-66. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/S0195-5616(83)50059-4

3.Licitra B, Duhamel G, Whittaker G. Canine Enteric Coronaviruses: Emerging Viral
Pathogens with Distinct Recombinant Spike Proteins. Viruses. 2014 Aug 22;6(8):3363—
76.Disponivel em: https://doi.org/10.3390/v6083363

4.Hossain ME, Islam A, Islam S, Rahman MK, Miah M, Alam MS, Rahman MZI. Detection
and Molecular Characterization of Canine Alphacoronavirus in Free-Roaming Dogs,
Bangladesh. Viruses. 2021 Dec 30;14(1):67. Disponivel
em:https://doi.org/10.3390/v14010067

5. Yasoshima A, Fujinami F, Doi K, Kojima A, Takada H, Okaniwa A. Case Report on
Mixed Infection of Canine Parvovirus and Canine Coronavirus - Electron Microscopy and
Recovery of Canine Coronavirus. Japan Journal Veterinary Science. 1983; 45(2):217-225).
Disponivel em: https://doi.org/10.1292/jyms1939.45.21

6. Buonavoglia C, Decaro N, Martella V, Elia G, Campolo M, Desario C, Castagnaro M,
Tempesta M. Canine Coronavirus Highly Pathogenic for Dogs. Emerg Infect Dis. 2006
Mar;12(3):492—4. Disponivel em: https://doi.org/10.3201/eid1203.050839

7. Decaro N, Mari V, Elia G, Addie DD, Camero M, Lucente MS, Martella V, Buonavoglia
C. Recombinant Canine Coronaviruses in Dogs, Europe. Emerg Infect Dis. 2010
Jan;16(1):41-7. Disponivel em:https://doi.org/10.3201/eid1601.090726

8. Pratelli A, Buonavoglia A, Lanave G, Tempesta M, Camero M, Martella V, Decaro N..
One world, one health, one virology of the mysterious labyrinth of coronaviruses: the canine
coronavirus affair. The Lancet Microbe. 2021 Dec;2(12):e646—7. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/S2666-5247(21)00282-2

9. Castro CCD, Johann JM, Finger PF, Nunes CF, Vargas GD, Fischer G, Hiibner SO. Canine
coronavirus (CCoV) in dogs vaccinated and unvaccinated domiciliated in Pelotas, RS, Brazil.
Sem Ci Agr. 2010 Dec 20;31(4):995. Disponivel em: https://doi.org/10.5433/1679-
0359.2010v31n4p995


https://doi.org/10.1155/2011/562831
https://doi.org/10.1016/S2666-5247(21)00282-2
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2010v31n4p995
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2010v31n4p995

31

10. Pratelli A, Tempesta M, Greco G, Martella V, Buonavoglia C. Development of a nested
PCR assay for the detection of canine coronavirus. Journal of Virological Methods. 1999
Jun;80(1):11-5. Disponivel em:https://doi.org/10.1016/S0166-0934(99)00017-8

11. Decaro N, Mari V, Campolo M, Lorusso A, Camero M, Elia G, Martella V, Cordioli P,
Enjuanes L, Buonavoglia C. Recombinant Canine Coronaviruses Related to Transmissible
Gastroenteritis Virus of Swine Are Circulating in Dogs. J Virol. 2009 Feb;83(3):1532-7.
Disponivel em:https://doi.org/10.1128/JV1.01937-08

12. Pratelli A, Tempesta M, Elia G, Martella V, Decaro N, Buonavoglia C. The knotty
biology of canine coronavirus: A worrying model of coronaviruses’ danger. Research in
Veterinary Science. 2022 May;144:190-5. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2021.11.014

13. Evermann JF, Abbott JR, Han S. Canine Coronavirus-Associated Puppy Mortality without
Evidence of Concurrent Canine Parvovirus Infection. J VET Diagn Invest. 2005
Nov;17(6):610-4. Disponivel em: https://doi.org/10.1177/104063870501700618

14. Duijvestijn M, Mughini-Gras L, Schuurman N, Schijf W, Wagenaar JA, Egberink H.
Enteropathogen infections in canine puppies: (Co-)occurrence, clinical relevance and risk
factors.  Veterinary = Microbiology. 2016  Nov;195:115-22.  Disponivel  em:
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.09.006

15. Alves CDBT, Granados OFO, Budaszewski RDF, Streck AF, Weber MN, Cibulski SP,
Pinto LD, Ikuta N, Canal CW. Identification of enteric viruses circulating in a dog population
with low vaccine coverage. Brazilian Journal of Microbiology. 2018 Oct;49(4):790-4.
Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.bjm.2018.02.006

16. Pinto LD, Barros IN, Budaszewski RF, Weber MN, Mata H, Antunes JR, Boabaid FM,
Wouters ATB, Driemeier D, Branddo PE, Canal CW. Characterization of pantropic canine
coronavirus from Brazil. The Veterinary Journal. 2014 Dec;202(3):659-62. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2014.09.006

17. Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET).
ABINPET: Industria de pets no Brasil. Brasil: ABINPET; [citado 2025 Abr 07]. Disponivel
em: https://abinpet.org.br/

18. European Pet Food Industry Federation (FEDIAF). FEDIAF - The European Pet Food
Industry Federation [Internet]. Bruxelas: FEDIAF; [Citado 2025 Abr 07]. Disponivel em:
https://www.fediaf.org

19. Domingues LR, Cesar JA, Fassa AG, Domingues MR. Guarda responsavel de animais de
estimacdo na area urbana do municipio de Pelotas, RS, Brasil. Ciéncia coletiva. 2015
Jan;20(1):185-92. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/1413-81232014201.19632013

20. Kaster GF, Madrid IM; Souza Neto FM. Acdes de controle populacional canino e felino
no municipio de Pelotas, estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Revista e Educa¢do Continuada
em Medicina Veterinaria e Zootecnia do CRMV-SP. 2017 Jan; 15(1):77-78. Disponivel em:
https://www.revistamvez-crmvsp.com.br/index.php/recmvz/article/view/36816


https://doi.org/10.1016/S0166-0934(99)00017-8
https://doi.org/10.1128/JVI.01937-08
https://doi.org/10.1016/j.rvsc.2021.11.014
https://doi.org/10.1177/104063870501700618
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.09.006
https://doi.org/10.1016/j.bjm.2018.02.006
https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2014.09.006
https://abinpet.org.br/
https://www.fediaf.org/
https://doi.org/10.1590/1413-81232014201.19632013

32

21. Stavisky J, Pinchbeck GL, German AJ, Dawson S, Gaskell RM, Ryvar R, Radford AD.
Prevalence of canine enteric coronavirus in a cross-sectional survey of dogs presenting at
veterinary practices. Veterinary Microbiology. 2010 Jan;140(1-2):18-24. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.07.012

22. Squires RA, Crawford C, Marcondes M, Whitley N. 2024 guidelines for the vaccination
of dogs and cats — compiled by the Vaccination Guidelines Group (VGG) of the World Small
Animal Veterinary Association (WSAVA). J of Small Animal Practice. 2024 May;65(5):277—
316. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/jsap.13718

Titulo das tabelas
Tabela 1 - Amostras caracterizadas por sexo, idade, sinais clinicos e resultados obtidos para coronavirus

canino (CCoV) e parvovirus canino (CPV).

Tabela S1 — Caes analisados, caracterizados por sexo, idade, sinais clinicos e

resultados obtidos para coronavirus canino (CCoV) e parvovirus canino (CPV)

Cao Sexo Idade Sinais clinicos CCoV CPV
1 Fémea 36m Desconforto abdominal, diarreia - nt
2 Macho 4m Desconforto abdominal, vomito, diarreia - nt
3 Macho 6m Desconforto abdominal, diarreia - nt
4 Fémea 4m Desconforto abdominal, febre, diarreia - nt
5 Fémea 8 m Diarreia e melena - nt
6 Fémea 6m Vomito, diarreia - nt
7 Macho 4m Desconforto abdominal e diarreia - nt
8 Fémea Sm Vomito, diarreia, melena - +
9 Macho 7m Desconforto abdominal, anorexia vomito, - +

diarreia
10 Fémea 2m Sem sinais clinicos - nt
11 Macho 3m Vomito e diarreia - nt
12 Fémea 4m Sem sinais clinicos - nt
13 Fémea 4m Desconforto abdominal, anorexia vomito, - +
diarreia
14 Fémea 6m Diarreia e desconforto abdominal - nt
15 Fémea 10m Vomito, diarreia e anorexia - nt
16 Macho 4m Desconforto abdominal, febre e diarreia - nt
17 Macho 8 m  Diarreia, melena e desconforto abdominal - nt

18 Macho 3m  VOmito, desconforto abdominal, anorexia - nt


https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2009.07.012
https://doi.org/10.1111/jsap.13718

19 Fémea 5S5m Desconforto abdominal, diarreia nt
20 Fémea 4m Desconforto abdominal, diarreia nt
21 Fémea 11m Vomito e diarreia nt
22 Fémea 4 m Desconforto abdominal, diarreia nt
23 Fémea 3m Anorexia e diarreia nt
24 Fémea 7m Desconforto abdominal, diarreia nt
25 Fémea 3 m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
26 Macho 3m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
27 Macho 6m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
28 Fémea 8 m Desconforto abdominal, febre, diarreia nt
29 Macho 4m Desconforto abdominal, diarreia +
30 Macho 2m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
31 Macho 2m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
32 Macho 3m Desconforto abdominal, vomito, diarreia +
33 Fémea 6m  Desconforto abdominal, anorexia, diarreia nt
3 Macho 3m Desconforto abdominal, vomito, diarreia nt
353 Macho 3m  Desconforto abdominal, anorexia, vomito, +
diarreia
36 Fémea 2m  Desconforto abdominal, anorexia, vomito, +
diarreia
37 Macho 5m  Desnutrigdo, anorexia, verminose, diarreia nt
melena
383 Macho 3m  Desconforto abdominal, anorexia, vomito, nt
diarreia
39 Fémea 3 m  Desconforto abdominal, anorexia, vomito, +
diarreia
40 Macho 4m Diarreia nt
41 Fémea 3 m Anorexia, vomito, diarreia nt
42 Fémea 60m Vomito e diarreia nt
43 Macho 48 m Anorexia, vomito, diarreia Nt
44  Macho 60m Diarreia Nt
45 Fémea 24m Diarreia Nt
46 Macho 6m Desconforto abdominal, vomito, diarreia Nt
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47 Macho 3m Diarreia +
48 Fémea 3 m Diarreia Nt
49 Macho 12m Diarreia Nt
50 Fémea 3 m Vomito, diarreia Nt
51 Fémea 60m Vomito, diarreia Nt
52 Fémea 48m Vomito Nt
53 Macho 96m Desconforto abdominal Nt
54 Macho 60m Diarreia Nt
m: meses; nt: nio testado; +: positivo; -: negativo.
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5 Consideracdes Finais

A partir dos resultados obtidos nessa dissertacdo, apos pesquisa realizada,
conseguimos concluir que:

e Diarreia foi o principal sinal clinico observado em cées infectados, seguido por
vomito e letargia, especialmente em filhotes, que sdo mais suscetiveis a
complicagbes graves.

e Foram encontradas evidéncias que sugerem a possivel circulacdo de cepas
pantropicas (CCoV-lla), reforcando a necessidade de vigilancia continua para
identificar variantes de maior patogenicidade.

e No periodo analisado somente 13% dos cdes com sinais gastroentéricos
(7/53) estavam infectados com o coronavirus canino.

Os resultados destacam a necessidade de medidas preventivas, como
vacinacdo e diagndstico precoce, além de reforcar a importancia de estudos

regionais para monitorar a evolugdo do virus e suas variantes.
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Anexo A - Documento da Comiss&o de Etica e Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PARECER N* G4 202N CEEAREITORLA
PROCESSO N* 231001070 2020-41

Centificado

Certificamos que a proposta intitulada “ldentificaciio e caracterizacio molecular de coronavirns em animais de companhia e em
maorceges ¢ rocdores gue coabitam espacos com humanos ™, registrada com o n® 231100010790 2020-41, sob a responsablidade de Silvia
de Oliveira Hiibner - que envolve a produgio, manutengdo ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanaos), para fins de pesquisa cientifica {ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.79%4, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6,899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentag@o Animal
[COMNCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal, em reunido de 03 de
junho de 2020

Finalidade { x ) Pesquisa { ¥ Ensino

Vigéncia da autorizagio 1062020 a 30 /12 /2023

\Felis domesticus
{Canis lupus famifiaris
Tadarida brasiliensis
Espécie/linhagem/raca
Mus musculus

Rattus norvegicus

\Rattus ratius

\Felis domesticus - 114




_ "

Felis domesticus - 114
(Canis lupus familiaris - 114
Tadarida brasiliensis - 72
IN® de animais
Muis musculis - 60

Ratns norvegicus - 6l

\Raiius ratius - 6}

Idade Wariavel

MSexo Machos e Fémeas

Cdes e Gatos - Animais com tutores, em suas propriedades

Tadarida brasifiensis - redes de neblina (mist nets) ¢ armadilhas de harpa (harp
Origem frap)

Foedores - ratoeir do tipo gangorra

SISBIO 75148

Codigo para cadastro n® CEEA 107%0-2020

M.V, Dra. Anelize de (Miveira Campello Felix
Presidente da CEEA

SEI! El Docurnento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLD FELIX, Médico Veterindrio, ern 10/06/2020, &s 16:04,
munates U | conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015,

ERELTONICE




Anexo B — Laudo histopatolégico referente ao animal Jorge

Ficha

Vet remetente
Endereco

e-mail:
Proprietdrio
Enderego:
Espécie
Nomefidentificagdo
Diagnéstico

Relatério

LABORATORIO REGIONAL DE DIAGNOSTICO °‘5:;";"$
CAMPUS UNIVERSITARIO - C.P. 354 -.:.-‘_:_ -i7
Fone / Fax: 053-3275-7310 iy H
CER: 96 010 - 900 - Pelotas - RS. - A
Laudo de Exame
21459
Winnie de Oliveira dos Santos Fone 5309455255
Cidade Pelotas
winnie-oliveira@hotmail.com cep
lﬁ:ﬂn@m Pelotas
propriedade
Canino Raga SRD
Jorge

Data recebimento: ~ 09/02/2022
Parvovirose Canina

No exame externo do cadaver observou-se mucosas ocular e oral palidas.
Macroscopicamente foi observado serosa intestinal com areas congestas,
murnea dn inteetinn delaadn avermealhada & fam



