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Resumo

SCARIOT, Ana Carolina de Assis. ldentificagao e caracterizagao molecular de
coronavirus felino (FCoV) em gatos domésticos. 2022.70 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias) - Programa de Pds-Graduagao em Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

O coronavirus felino (FCoV) € um dos principais agentes virais que infecta membros
da espécie Felidae, tanto felinos domésticos quanto selvagens, considerado muito
disseminado na populagao de gatos domésticos. O FCoV é classificado em dois
bidtipos, o coronavirus entérico felino (FECV) e o virus da peritonite infecciosa felina
(FIPV), causador da Peritonite Infecciosa Felina (PIF), uma doenca grave e,
geralmente, fatal. E descrito que algumas alteragées no genoma do FCoV podem ser
marcadores que permitem a diferenciagao entre FECV e FIPV. Algumas substituicbes
de aminoacidos, na regido da glicoproteina spike (S), como as muta¢gées M1058L e
S1060A, sado postuladas como possiveis marcadores, embora ainda nao exista
consenso sobre o assunto. Além disso, sdo escassos os dados sobre analises
moleculares de FCoV no Brasil. O presente estudo teve por objetivos a deteccéo de
FCoV em populagbes de gatos domésticos com e sem sinais clinicos relacionados a
infeccdo por FCoV e/ou PIF e posterior analise com relagdo a substituicbes de
aminoacidos, na regido da glicoproteina spike (S). Na parte inicial € apresentada uma
revisao bibliografica a respeito das analises moleculares de FCoV, explorando tépicos
a respeito da detecgao viral, da analise filogenética e de possiveis marcadores que
diferenciem FECV de FIPV. Na segunda parte sao apresentados dados da pesquisa
referente a identificacdo e ocorréncia de FCoV em Pelotas - RS/Brasil, em felinos
domésticos. Swabs retais, amostras de 6rgaos de necropsia, sangue e/ou liquidos de
efusdes foram coletados de 77 gatos, totalizando 90 amostras coletadas. Destas
amostras, revelando 26% de gatos positivos, através da reagdo em cadeia da
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), sendo 11 deles com sinais entéricos,
4 com sinais de FIP e 5 assintomaticos. De 9 cepas (5 FECV e 4 FIPV) sequenciadas
e analisadas para as mutagcbes M1058L e S1060A, apenas uma cepa de FIPV
continha a mutagdo M10580L e nenhuma continha a mutagédo S1060A anteriormente
relatada. O presente trabalho apresenta contribuicdes para o conhecimento da
epidemiologia do FCoV na regiao.

Palavras-chave: diagnésticos, Peritonite Infecciosa Felina, RT-PCR.



Abstract

SCARIOT, Ana Carolina de Assis. Identification and molecular characterization of
feline coronavirus (FCoV) in domestic cats. 2022. 70 f. Dissertation (Master's in
Veterinary Science) - Postgraduate Program in Veterinary Medicine, Faculty of
Veterinary Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022.

The feline coronavirus (FCoV) is one of the main viral agents that infects members of
the Felidae species, both domestic and wild felines, considered very widespread in the
domestic cat population. FCoV is classified into two biotypes, the feline enteric
coronavirus (FECV) and the feline infectious peritonitis virus (FIPV), which causes
feline infectious peritonitis (FIP), a serious and usually fatal disease. It is described that
some alterations in the FCoV genome may be markers that allow the differentiation
between FECV and FIPV. Some amino acid substitutions in the spike glycoprotein (S)
region, such as the M1058L and S1060A mutations, are postulated as possible
markers, although there is still no consensus on the subject. In addition, data on
molecular analyzes of FCoV in Brazil are scarce. The present study aimed to detect
FCoV in populations of domestic cats with and without clinical signs related to FCoV
and/or FIP infection and further analysis regarding amino acid substitutions in the spike
glycoprotein (S) region. In the initial part, a literature review is presented regarding the
molecular analysis of FCoV, exploring topics regarding viral detection, phylogenetic
analysis, and possible markers that differentiate FECV from FIPV. In the second part,
research data concerning the identification and occurrence of FCoV in Pelotas -
RS/Brazil, in domestic felines are presented. Rectal swabs, necropsy organ samples,
blood and/or effusion fluids were collected from 77 cats, totaling 90 samples collected.
These samples revealed 26% of positive cats, through reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR), with 11 of them showing enteric signs, 4 showing
FIP signs and 5 asymptomatic. Of 9 strains (56 FECV and 4 FIPV) sequenced and
confirmed for the M1058L and S1060A mutations, only one FIPV strain contained the
M10580L mutation and none contained the previously reported S1060A mutation. The
present work presents contributions to the knowledge of the epidemiology of FCoV in
the region.

Keywords: diagnostics, Feline Infectious Peritonitis, RT-PCR.
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1 Introdugao

Os coronavirus sao virus pertencentes a familia Coronaviridae e capazes de
infectar humanos, outros mamiferos e espécies aviarias, geralmente causando
doencas intestinais, respiratorias, neurolégicas ou sistémicas. Com base em analises
comparativas de sequéncias gendbmicas, os coronavirus sao subdivididos em quatro
géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus,
dentro da subfamilia Orthocoronavirinae (ICTV, 2021). O coronavirus felino (FCoV)
pertence aos alfacoronavirus e € um agente viral complexo, responsavel por causar
uma das mais importantes doencas infecciosas que acometem felinos domeésticos e
selvagens, a Peritonite Infecciosa Felina (PIF), que € uma enfermidade
imunomediada, sistémica, progressiva e fatal (HARTMANN, 2005).

A PIF foi descoberta na década de 1960 e desde entdo ja foram relatados
diversos casos da doenga ao redor do mundo, tanto em gatos domésticos quanto
silvestres, como guepardos (Acinonyx jubatus), tigres (Panthera tigris), ledes-da-
montanha (Puma concolor) e ledes (Panthera leo) (STOUT et al.,, 2021) O FCoV
ocorre em dois bidtipos distintos, de acordo com a patogenicidade: o coronavirus
entérico felino (FECV) e o virus da peritonite infecciosa felina (FIPV). O FCoV é
altamente contagioso e a infecgdo € comum nas populagdes de felinos domésticos
(PEDERSEN, 2014).

A transformacao do FECV para FIPV ainda nao é totalmente compreendida,
entretanto acredita-se que determinadas mutagdes no genoma viral possam atuar
como marcadores que levam o desenvolvimento do FECV para o FIPV (CHANG et
al., 2012). Embora, diversos estudos tentem elucidar essa questdo, a PIF continua
sendo uma doenga de dificil diagnéstico. No Brasil, a maioria dos estudos realizados
sao inquéritos epidemioldgicos baseados em testes soroldgicos para anticorpos
contra FCoV. Trabalhos sobre a deteccéo e caracterizacdo molecular de FCoV em
gatos domésticos ainda sdo escassos, ndao existindo nenhum estudo realizado na

regidao Sul do Brasil com essa tematica.
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O presente estudo teve como objetivo geral identificar e avaliar a ocorréncia de
FCoV em gatos domésticos sintomaticos e assintomaticos no municipio de Pelotas
(Rio Grande do Sul, Brasil) através de uma pesquisa qualitativa com a utilizagdo de
técnicas de biologia molecular. Como objetivos especificos, a presente dissertagéo
visou a identificacdo e caracterizagdo molecular de amostras de FCoV, por meio de
reagao em cadeia de polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), sequenciamento
do gene da glicoproteina spike, analise filogenética das amostras de FCoV
encontradas e comparacado de resultados com outros estudos. A dissertacdo é
composta pelo estudo sob a forma de uma revisdo bibliografica e de um artigo
cientifico intitulado:

- Mutation analysis of the spike protein in domestic cats infected with feline

coronavirus with or without clinical signs relative to feline infectious peritonitis.



2 Revisao de Literatura

2.1 Etiologia

O coronavirus felino € um virus RNA de fita simples e sentido positivo (SSRNA
+), envelopado, pertencente a familia Coronaviridae, ordem Nidovirales, subfamilia
Orthocoronavirinae, género Alphacoronavirus e espécie Alphacoronavirus 1 (ICTV,
2021). A classificagdo do FCoV é baseada na sequéncia completa do genoma viral e
no gene ORF1ab conservado (JAIMES et al., 2020).

A estrutura genbmica do FCoV (Figura 1) é semelhante a de outros
coronavirus e apresenta aproximadamente 29.000 nucleotideos (PEDERSEN et al.,
2009). O envelope viral apresenta longas espiculas que dao a particula viral um
aspecto tipico de coroa, de onde deriva o nome da familia. O FCoV possui um
complexo mecanismo de replicagéo viral, que inclui a produgdo de RNAs mensageiros
(mRNAs) subgendmicos por um processo de transcricdo descontinuo (MILLER;
KOEV, 2000; VAN VLIET et al., 2002). Essa forma de replicagao resulta em uma alta
frequéncia de recombinagdes, levando a novas cepas (GRIBBLE et al., 2021). Por
esse motivo, muitos coronavirus apresentam uma grande variagéo antigénica, com a
existéncia de varios sorotipos circulantes (LOVATO; DEZENGRINI, 2017). Segundo
estudos, o FCoV tipo Il se originou da recombinacao entre o virus felino (FCoV tipo I)
e o coronavirus canino (CCoV) (HERREWEGH et al., 1998). O que corrobora com a
teoria de que a alta frequéncia de recombinagao, assim como, as delegdes do genoma
viral podem estar ligadas com o surgimento de cepas mais virulentas do coronavirus
felino (CHANG et al., 2012; LOVATO; DEZENGRINI, 2017).
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Figura 1 Representagao estrutural do FCoV. Adaptado de Jaimes; Whittaker (2018)

O genoma viral do FCoV (Figura 2) é composto por 11 ORFs (open reading
frames ou fases de leitura aberta), incluindo uma replicase nao-estrutural relacionada
a dois grandes ORFs (PEDERSEN et al., 2009). O ORF1 codifica mais de 10 proteinas
individuais necessarias para a replicagéo do virus. Em seguida, encontra-se o gene
que codifica a principal proteina do envelope viral, a proteina spike (S), a qual possui
a funcao de ligacédo do virus a célula-alvo, indugcdo de anticorpos neutralizantes e
desencadeamento da imunidade mediada por células (ROTTIER et al., 2005; JAIMES;
WHITTAKER, 2018). A regido S possui dois dominios, o dominio S1 da proteina S é
responsavel pelo receptor de ligagdo e o dominio S2 que € necessario para a fusédo
das membranas virais e celulares (BOSCH et al., 2003). Essa por¢cao do genoma é
seguida por diversas ORFs que codificam proteinas n&o estruturais de fun¢des ainda
nao identificadas, incluindo os ORFs 3a-c.

O gene M codifica a proteina de membrana, uma pequena proteina estrutural,
que interage com o envelope e com o nucleo do virus. Além disso, a proteina da
membrana também interage com a imunidade mediada por células do hospedeiro e
também tem funcao de induzir a sintese de interferon e a apoptose celular (ZHAO et
al., 2006). O gene E codifica a proteina do envelope viral, a qual também interage com
a proteina de membrana e atua na estruturacao viral. O gene N codifica a proteina do
capsébmero, que recobre o acido nucleico em um nucleo helicoidal. Além disso, a
proteina N possui dois dominios que interagem com o mMRNA subgenémico,
permitindo a replicagéo viral (KIPAR; MELI, 2014).
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Figura 2 Organizagao genémica do FCoV. Representagao esquematica do genoma do FCoV,
com as open reading frames (ORFs), genes e dominios do gene spike. Adaptado de Jaimes;
Whittaker (2018)

Os FCoVs também possuem os ORFs 7a e 7b que codificam proteinas nao
estruturais de fungédo desconhecida (TEKES; THIEL, 2016). E cinco genes acessorios
chamados 3a, 3b, 3c, 7a e 7b. Entre os genes S e E estéo presentes trés ORFs (3a,
3b e 3c). Delecgbes nas regides do ORF 3 e 7 mostraram que 0s genes acessorios sao
dispensaveis para o crescimento viral in vitro, mas foram sugeridos como importantes
para a replicagao do virus e a viruléncia in vivo (HAIJEMA; VOLDERS; ROTTIER,
2004). No entanto, as funcbes das proteinas acessorias ainda nao estédo

completamente estabelecidas.

2.1.1. Replicagao viral

Os coronavirus apresentam um complexo mecanismo de replicacao viral, que
inclui a producdo de RNAs mensageiros (mMRNA) subgendémicos (LOVATO;
DEZENGRINI, 2017). Essa forma de replicagéo resulta em uma alta frequéncia de

recombinacdes e, por isso, muitos desses virus apresentam uma grande variagcao
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antigénica, com a existéncia de varios sorotipos circulantes (LOVATO; DEZENGRINI,
2017).

A replicacdo dos coronavirus comega quando o virus se liga a membrana da
célula hospedeira por meio da proteina S, fundindo seu envelope com a membrana
celular. Em seguida, o material genético do virus é liberado no citoplasma. O primeiro
gene (pol) é traduzido em uma poliproteina que origina a replicase viral e outras
enzimas importantes para a reprodugdo do RNA. A enzima polimerase usa o RNA do
virus como molde para produzir uma cépia negativa, a partir da qual sdo gerados
novos genomas virais e mMRNAs subgenémicos. Esses mMRNAs codificam as proteinas
necessarias para formar novos virus. Apenas a primeira sequéncia (ORF) proxima da
extremidade 5’ é traduzida, e todos os mMRNAs subgenémicos tém uma sequéncia
lider comum. As proteinas produzidas passam por modificagdes, como fosforilacdo ou
glicosilacdo. A montagem dos novos virions ocorre em uma regiao entre o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi. Depois, eles sdo levados em vesiculas até a
membrana da célula e liberados por exocitose. (LOVATO; DEZENGRINI, 2017).

2.1.2 Biétipos

O FCoV existe em dois bidtipos diferentes, o FECV e o FIPV. Os bittipos séo
descritos como grupos de virus com a mesma constituicdo genética, porém possuem
diferencas na inducao de alteragcdes microscopicas visiveis (vacuolizagao e lise) em
cultivos celulares in vitro (KELLING, 1996). O FECV, geralmente, causa enterite leve,
cursando com uma infecgdo subclinica e autolimitante (CAMERO et al., 2022;
PEDERSEN et al., 2009). Além disso, é altamente prevalente em ambientes com
varios gatos e muito contagioso (FELTEN; HARTMANN, 2019).

Em contrapartida, o FIPV ocorre em cerca de 5 a 10% dos gatos infectados e
causa a PIF, uma doenga, geralmente, fatal (FELTEN; HARTMANN, 2019). A principal
teoria para os diferentes bidtipos é de que o FIPV se originaria do FECV através de
mutag¢des ocorridas em um animal persistentemente infectado (LICITRA et al., 2013),
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entretanto, até o momento, a mutagdo exata que determina o bi6tipo FIPV ainda é
desconhecida (LICITRA et al., 2013).

Uma hipétese alternativa apontada € de que existam cepas de FCoV virulentas
e avirulentas, sugerindo que cepas apatogénicas ou patogénicas distintas de FECV
circulem nas populagdes de gatos domésticos e que a doenga se desenvolveria
apenas nos gatos infectados pelas cepas virulentas (BROWN et al, 2009; JAIMES et
al., 2020).

2.1.3 Sorotipos

Sao descritos dois sorotipos distintos do FCoV, com base em diferencas
antigénicas, os sorotipos | e Il, os quais existem em ambos os biétipos (FECV e FIPV).
A maioria das infec¢des naturais por FCoV sao do sorotipo |, sendo responsavel por,
aproximadamente, 90% das infecgbes naturais por FCoV (ADDIE et al., 2003),
enquanto o sorotipo Il € menos frequente e mais relacionado antigenicamente ao
coronavirus entérico canino (VENNEMA et al., 1998). E teorizado que os FCoVs tipo
Il sejam um resultado de uma recombinagao entre FCoV tipo | e coronavirus entérico
canino, especificamente no gene da glicoproteina spike (KENEDY, 2020).

A presenca de diferencas no gene S entre os dois sorotipos é refletida por
diferentes caracteristicas de crescimento in vitro (DYE; SIDDELL, 2007). As
caracteristicas distintas presentes no gene S resultam em uma diferenga para os
receptores celulares aos quais ocorre a ligagdo do FCoV. No sorotipo Il a
aminopeptidase N felina (fAPN) foi identificada como o receptor celular de ligacao,
enquanto o receptor para FCoV tipo | ainda néao foi identificado (JAIMES et al., 2020).

Em estudos, foi demonstrado que FCoVs tipo | induziam titulos de anticorpos
mais elevados que FCoVs tipo Il e estavam mais frequentemente associados a sinais
clinicos e /ou PIF (KUMMROW et al., 2005). Em adigao, existem interfaces para ativar
o peptideo de fusdo presentes entre os dominios S1 e S2 no FCoV do tipo I, mas
ausentes no tipo Il, que sugerem uma diferenga nos mecanismos moleculares

utilizados pelos dois tipos desse virus para entrar na célula e podem ser possiveis



21

explicagdes para a maior prevaléncia do FCoV tipo | na populacéo de gatos (JAIMES
et al., 2020).

2.2 Epidemiologia

O FCoV é um virus extremamente contagioso e a infecgdo € considerada
frequente nas populagdes de felinos domésticos em todo o mundo. Estima-se, através
de estudos sorolégicos, que os anticorpos estejam presentes em cerca de 80 a 90%
dos gatos que vivem em abrigos e em 30 a 50% dos gatos domiciliados (PEDERSEN,
2014). Em estudo realizado na regido sudeste do Brasil, foi identificada
soropositividade de 64,2% (97/151) dos gatos domésticos avaliados (ALMEIDA et al.,
2019). Especificamente em Pelotas - RS, foi realizado um inquérito sorolégico que
determinou a ocorréncia da infeccdo por FCoV, através do teste de soro-
neutralizacdo. Neste estudo foram detectados anticorpos para o virus em 75,2%
(73/97) dos gatos avaliados, sugerindo alta exposi¢céo ao FCoV na populagao de gatos
na area estudada (JOHANN et al., 2009). Entretanto, ainda séo escassos os dados
sobre ocorréncia e distribuicdo do FCoV na populagao felina no Brasil (LOVATO;
DEZENGRINI, 2017).

A ocorréncia de PIF é mais frequente em gatos jovens entre trés meses e trés
anos de idade (ADDIE et al., 2012). No entanto, gatos com mais idade também podem
desenvolver PIF, principalmente quando expostos a altas cargas virais e/ou devido ao
declinio na resposta imunolégica. Os casos de PIF sdo mais prevalentes em
ambientes com alta concentragéo felina, como abrigos e gatis, onde maiores taxas de
infeccado viral e disseminagao de variantes de FIPV expdem os animais a doses
infectantes significativas (FOLEY et al., 1997). Apesar da grande prevaléncia de FCoV
na populagao felina, cerca de 5 a 10% dos gatos soropositivos apresentam sinais

clinicos e, consequentemente, desenvolvem a PIF (ADDIE et al., 2012).

O FCoV pode causar infecgdes persistentes com eliminagdao, muitas vezes,
intermitente nas fezes. Em ambientes com grande proporcao de gatos, os animais
podem sofrer ciclos de infeccdo e excrecdo do virus, recuperacao e reinfeccao

(HARTMANN, 2005). Ademais, estudos demonstraram que gatos podem excretar
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FECV nas fezes, mesmo enquanto clinicamente assintomaticos. Sendo assim, gatos
assintomaticos que excretam o virus nas fezes de forma persistentes ou intermitente

representam uma fonte importante de infeccdo (BUBENIKOVA et al., 2020).

2.3 Patogenia

As diferengas no tropismo celular podem explicar as manifestagoes clinicas da
infeccdo por FCoV serem diversas das desencadeadas pela PIF. A patogénese que
leva ao desenvolvimento da PIF ainda nao é totalmente compreendida, mas a principal
teoria é de que ocorreria uma ou mais mutagdes em genes especificos, levando ao
desenvolvimento da PIF. Apesar de alguns genes serem considerados provaveis
responsaveis, ainda nao foi esclarecido quais os fatores determinantes para a
ocorréncia mutag¢des (ADDIE et al., 2003).

O FECV apresenta tropismo pelo epitélio das microvilosidades intestinais
(PEDERSEN et al., 2009), replicando-se nos enterdcitos e causando, geralmente,
diarreia ou infeccdo assintomatica, enquanto FIPV possui tropismo e replica-se com
eficiéncia em macrofagos e mondcitos, ocasionando infecgao sistémica (ROTTIER et
al., 2005). A disseminacdo linfatica do FIPV permite uma viremia com novas
replicagdes e acumulos no endotélio das veias e capilares, o qual induz uma resposta
imune, objetivando eliminar o virus. Este processo resulta em resposta inflamatéria
intensa e, posteriormente, em vasculite piogranulomatosa sistémica, na qual
macrofagos infectados e complexos antigeno-anticorpo sao depositados no endotélio
capilar estabelecendo uma inflamagao perivascular e produzindo uma efusao
peritoneal e pleural, de intensidade variada (ECHETO et al., 2005).

Dessa forma, a PIF é caracterizada como uma enfermidade imunomediada e
progressiva, que leva ao desenvolvimento de vasculite imunomediada e acomete
diversos 6rgaos (HARTMANN, 2005). Fatores do hospedeiro reconhecidos por
contribuir para a incidéncia de PIF incluem caracteristicas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC), producdo exacerbada de citocinas e fraca
resposta imune mediada por células (CMI) (ZADRA, 2013; KENEDY, 2020).
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2.4 Sinais clinicos

A principal alteragdo clinica da infecgdo por coronavirus entérico € diarreia
autolimitante, mas ocasionalmente pode ocorrer um curso agudo ou crdénico mais
grave de vOmitos, diarreia e perda de peso. Raramente, as infec¢des entéricas por
FCoV sao graves ou fatais (KIPAR et al., 1998). Ja os sinais clinicos da PIF sao
inespecificos e podem ser muito variaveis, pois, diversos 6rgdos podem ser
acometidos, como intestino, linfonodos, baco, figado, rins, pulmao, coragéo, além da
possibilidade de sinais oftalmicos e neurolégicos (HARTMANN, 2005). As alteragcbes
mais frequentes sdo anorexia, caquexia, ictericia, letargia, pirexia crénica, prostragao.
A PIF pode ocorrer de duas formas diferentes, a forma efusiva da doenga (também
chamada de umida), na qual onde o principal sintoma € o acumulo de liquidos em
cavidades, podendo esses serem pleurais, peritoneais e/ou pericardicos. Uma
segunda forma da doenca é descrita como n&o efusiva (ou PIF seca), na qual ha
auséncia de acumulo de liquidos nas cavidades. Podendo ainda, durante a
progressao da doenca, o animal manifestar as duas formas de apresentagdo doenca
(HARTMANN, 2005).

Assim como os sinais clinicos, as anormalidades clinico-patologicas da PIF
também sao inespecificas. Alteragdes que podem estar presentes no hemograma
incluem anemia normocitica normocroémica, microcitose sem anemia e anemia
hemolitica imunomediada (FELTEN, HARTMANN, 2019). Leucocitose e linfopenia
podem estar presentes, principalmente nos estagios terminais pois, o grau de
linfopenia esta correlacionado com a progressdo da doenga. Um maior grau, assim
como, a precocidade da linfopenia, aparentam estar interligados ao aumento da
gravidade e progressao da enfermidade. Um dos fatores que levaria a essa alteracao,
€ a secrecao de fator tumoral alfa (TNF-a) causando a apoptose de linfocitos
(TAKANO et al., 2007). As alteragdes nos parametros bioquimicos séricos refletem o
orgdo ou orgaos envolvidos. Na bioquimica sérica, normalmente a quantidade
proteina total esta elevada enquanto g-globulinas estdo aumentadas, resultando numa

razao albumina/globulina diminuida (A:G) (ADDIE et al., 2009). A maioria dos gatos
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com PIF tem bilirrubinemia e bilirrubinuria. Este aumento dos niveis de bilirrubina é
devido a destruicao dos globulos vermelhos e acumulo de hemoglobina que muitas
vezes acompanha a PIF (PEDERSEN, 2014).

As efusdes de PIF geralmente possuem caracteristicas visuais de um liquido
amarelado, moderadamente viscoso e com turbidez, possuindo alto teor de proteina
(proximo ao nivel sérico ou superior) (PEDERSEN, 2014). Os liquidos séao
caracterizados, geralmente, como transudatos modificados ou exsudatos nao
sépticos, com base na auséncia ou escassa presenga de celularidade (ZOIA et al.,
2009).

2.5 Diagnéstico da PIF

A PIF é geralmente diagnosticada clinicamente apo6s o desenvolvimento de
derrames na cavidade abdominal e, menos frequentemente, na cavidade pleural e/ou
com a formacdo de granulomas em o6rgédos (KIPAR et al., 2005). As analises
hematoldgicas e bioquimicas de sangue, assim como, de efusao, citologia e cultura
bacteriana, embora nao sejam especificas para a PIF, sao importantes, quando
interpretadas em conjunto com a clinica, para a suspeita de PIF e excluir possiveis
diagndsticos diferenciais (HARTMANN et al., 2003; FISCHER et al, 2012).

A infeccao por FCoV leva a producao de anticorpos, sendo detectaveis a partir
de sete dias da infec¢ao, entretanto, os testes soroldgicos nao diferenciam anticorpos
contra FECV e FIPV. Sendo assim, a presencga de altos titulos de anticorpos no
sangue nao pode ser utilizada como indicador especifico para PIF (PEDERSEN et al.,
2009). Ha diversas técnicas que podem ser aplicadas para o diagnostico da PIF,
quando analisados em conjunto aos sinais clinicos e exames complementares
(hematoldgicos, bioquimicos, ultrassonografia e radiografia), como o teste de Rivalta,
eletroforese de proteinas dos fluidos cavitarios, imunocitoquimica, exames
sorolégicos (imunofluorescéncia e ELISA) e testes moleculares, como a reagao em
cadeia de polimerase via transcrigéo reversa (RT-PCR) e a reagdo em cadeia de

polimerase via transcrigao reversa em tempo real (RT-qPCR) (KENEDY, 2020).
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Uma necropsia completa com exame histopatolégico adequado de tecidos
doentes pode ser uma maneira precisa de confirmar um diagnéstico. No entanto,
como com outros aspectos desta doencga, muitas vezes, existe uma dificuldade em
atribuir o diagndstico definitivo a PIF (PEDERSEN, 2014). A analise considerada
padrao ouro para diagndstico da PIF € a imuno-histoquimica (ICH) em macréfagos. A
especificidade da IHC é estimada em cerca de 100% em érgaos que possuem lesdes
histolégicas compativeis com PIF (STRANIERI et al., 2020).

Entretanto, a IHC, geralmente, s6 pode ser realizada na necropsia, devido ao
risco de realizar uma laparotomia ou laparoscopia no paciente enfermo, além da
necessidade de coletar amostras de diferentes 6rgaos, pois, o antigeno FCoV pode
estar variavelmente distribuido. Por isto, e por ser uma técnica invasiva, a realizagao
de ICH é invasiva e arriscada para o diagnodstico ante mortem (LONGSTAFF et al.,
2017; RISSI, 2018).

2.5.1 Reacao em cadeia de polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR)
e reacao em cadeia de polimerase por transcri¢ao reversa em tempo real
(RT-qPCR)

Um dos métodos mais frequentes de identificagdo e diagndstico viral € a RT-
PCR (STRANIERI et al., 2020), ainda mais devido a dificuldade da realizacédo da ICH
ante mortem (LONGSTAFF et al., 2017; RISSI, 2018). A RT-PCR e a RT-gPCR séo
ensaios extremamente Uteis para a deteccao e quantificagdo, respectivamente, de
RNA viral em tecidos com lesbes ou derrames cavitarios, podendo demonstrar a
disseminagao sistémica e a presenca do virus em locais extra intestinais
(PEDERSEN, 2014). A utilizagdo de amostras de efusdo demostrou que a deteccgao
de RNA de FCoV por RT-qPCR de FCoV foi altamente especifica, ndo havendo
resultados positivos em gatos que nao tinham PIF (LONGSTAFF et al., 2017). No
entanto, a sensibilidade foi de 85%, dessa forma resultados falsos negativos séo
possiveis (LONGSTAFF et al., 2017; KENEDY, 2020). De forma semelhante, em

estudo realizado com RT-qPCR do liquido cefalorraquidiano em gatos com PIF
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neurolégica e/ou ocular em comparagao a gatos sem PIF, foram relatadas uma
especificidade de 100% e sensibilidade de 85,7% para a PIF (DYE; SIDDELL, 2007).

Encontrar quantidades significativas de RNA viral em sangue, derrame, ou
tecido de gatos sintomaticos indica a presenga do FCoV e pode ser um indicativo de
PIF (SIMONS et al., 2005). Em um estudo, em 46% dos casos com suspeita clinica
de PIF e em 93% dos animais positivos para PIF na avaliagdo histopatolégica foi
detectado RNA viral (HORA, 2014). A carga viral no diagnéstico tem emergido como
um indicador importante da gravidade da doenga (STRANIERI et al., 2020). Além
disso, o fluido efusivo continua a ser o substrato de escolha para as analises, que esta
ausente na forma nao efusiva da doenga (DRECHSLER et al., 2011).

O teste fecal para FCoV por RT-PCR ou RT-gPCR é uma alternativa para
detectar excrecao viral. Além disso, € possivel quantificar o nivel e a frequéncia da
excrecdo do FCoV nas fezes, auxiliando na identificacdo de possiveis gatos
transmissores assintomaticos e ajudando na definicdo de praticas para prevenir a
infeccdo (FELTMAN; HARTMANN, 2019). Embora os gatos com PIF possam excretar
virus nas fezes, o virus geralmente é excretado em niveis mais baixos do que em
gatos assintomaticos, além disso, o virus excretado nesses casos é considerado do
biétipo FECV e ndo do bidtipo FIPV, ndo sendo util para diagnéstico da PIF
(PEDERSEN et al., 2009, 2012; CHANG et al., 2010, 2012).

2.5.2 Marcadores moleculares

Mutacdes no genoma do FECV e substituicdes de aminoacidos nas proteinas
codificadas, ainda n&o totalmente identificadas, s&do consideradas possiveis
marcadores da transformacdo de FECV para FIPV e, consequentemente, do
desenvolvimento de PIF (CHANG et al., 2010; PEDERSEN et al., 2009). As mutagdes
também levariam a uma maior viruléncia do coronavirus felino (KENEDY, 2020).
Foram reconhecidas delegdes nos genes especificos do grupo 3c, 7b (VENNEMA et
al., 1998) 7a (KENNEDY et al., 2001), muta¢des pontuais na regiao spike (ROTTIER
et al., 2005), e no gene da proteina de membrana (M) (BROWN et al., 2009). Outro
estudo concluiu que as mutacdes no gene M e a homologia do FCoV entérico e
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sistémico corroboram a teoria de que a mutagao in vivo de cepas virulentas leva a PIF
(HORA et al., 2019).

Também foi descrito que duas substituicdes de aminoacidos, M1058L e
S1060A, dentro da proteina spike (S), que codifica o peptideo de fusdo, foram
associadas a mudanga de viruléncia FECV para FIPV (CHANG et al., 2012). Em
estudos, foi aferido que a substituicio M1058L era indicativa de disseminagao
sistémica do FCoV (DECARO et al., 2021). A maioria das cepas de FCoV, analisadas
no estudo de Longstaff et al. (2017) apresentaram alteragdes nestas sequéncias de
aminoacidos previamente associados a disseminacgao sistémica ou viruléncia do virus
da PIF.

Também foram identificadas mutagdes nas proximidades dos nucleotideos
23531 e 23537 do gene S, causando duas substituicdes de aminoacidos diferentes na
proteina S. Em contraste com outras mutagcdes do gene S, um total de quatorze
mutag¢des no nucleotideo 23531 e 23537 foram identificadas em 96% das cepas de
FCoV isoladas de gatos com PIF neste estudo. Essas mutagdes ndo foram
identificadas em amostras fecais de gatos controle clinicamente saudaveis (EMMLER
et al., 2020).

O gene 3c esta presente de forma integra na maioria das cepas obtidas de
gatos com PIF e é um dos genes mais estudados (BANK-WOLF et al., 2014). Em
estudo, todos os isolados fecais de FCoV possuiam um gene 3c intacto, sugerindo
gue um gene 3c intacto seja necessario para a replicagao intestinal do FCoV (HORA
et al., 2016). Dessa forma, é considerado que delegbes no gene 3c possam atuar
como possiveis marcadores capazes de distinguir os biétipos de FCoV. Mutagbes que
afetam a expressao da proteina 3¢ contribuem para um aumento da replicagao viral
em mondcitos e macrofagos e, assim, ao desenvolvimento de PIF (TEKES; THIEL,
2016). Mutacbes e delegcdes na proteina 3c foram associadas a disseminagao
sistémica do virus (RIEMER et al., 2016) e perda da capacidade de replicacao nas
células epiteliais intestinais (KENNEDY, 2020). No entanto, resultados bastante
contrastantes também foram encontrados nesses estudos, principalmente quanto a
especificidade, possivelmente em decorréncia de diferentes ensaios de
sequenciamento utilizados (LONGSTAFF et al., 2017).
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2.6 Tratamento e prevengao

Os tratamentos para a PIF se baseiam principalmente em impedir a replicagao
do virus e modular a resposta imunolégica do gato. Sao descritos experimentalmente
uso de analogos de nucleosideos, inibidores de protease e da polimerase viral
(CAMERQO et al., 2022). Entretanto, como a PIF € uma doenga cronica e sistémica, é
dificil alcangar a remisséao clinica (PEDERSEN, 2014).

A funcdo do analogo de nucleosideo GS5734, e sua formulagao original GS-
441524, é substituir a adenosina, encerrando a replicagéo viral (ADDIE et al., 2020).
O analogo de nucleosideo em questao também demonstrou eficacia por via oral, ao
contrario das drogas antivirais anteriormente descritas, que devem ser administradas
por via injetavel, muitas vezes causando respostas inflamatérias graves (PEDERSEN
et al., 2019).

Outro medicamento promissor, o inibidor de protease GC376, relatou efeitos
antivirais significativos em gatos com PIF (KIPAR; MELI, 2014). Seu mecanismo de
acao visa inibir enzimas necessarias para a clivagem de proteinas e para a maturagao
da estrutura viral. Estudos recentes demostraram acgao antiviral do itraconazol, um
farmaco antifungico, contra FCoV tipo | in vitro, sugerindo que o poderia ser
potencialmente usado como terapéutico (TAKANO et al., 2019), entretanto ainda séao
necessarios testes in vivo que comprovem sua eficacia.

Como a maioria desses medicamentos nao estdo disponiveis comercialmente
no Brasil até o momento, o tratamento da PIF se baseia principalmente em tratar os
sinais clinicos e fornecer qualidade de vida, através do fortalecimento nutricional,
fluidoterapia parenteral, remocgao de liquidos efusivos, transfusdo sanguinea e
também antimicrobianos quando ha suspeita de infeccbes bacterianas secundarias
(SHERDING, 2003). Os corticosteroides e as drogas citotoxicas, por seus efeitos anti-
inflamatoérios e imunossupressores, visam reduzir as reagdes inflamatorias
imunomediadas que ocorrem na doenga. Em contrapartida, podem afetar
adversamente a imunidade celular, potencializando a infecgéo viral (SHERDING,
2003).
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Uma vacina intranasal para PIF foi licenciada em alguns paises, mas sua
eficacia ainda é bastante questionada (LOVATO; DEZENGRINI, 2017), atualmente
ela é considerada ndo recomendada pela American Association of Feline Practitioners
(AAFP) e foi retirada do mercado (STONE et al., 2020). O principal motivo do
questionamento seria pela possibilidade de os anticorpos exacerbarem os sinais
clinicos (LOVATO; DEZENGRINI, 2017).

As medidas profilaticas séo pouco efetivas devido ao FCoV estar amplamente
disseminado na populagao felina, entretanto, € recomendado evitar a exposi¢céo ao
virus, manter os animais em quarentena, realizar higiene rigorosa, utilizando diversas
caixas de areia e trocando regularmente. Alojar gatos em pequenos grupos, evitando
grandes populag¢des de gatos num mesmo ambiente, identificar e segregar possiveis

transmissores assintomaticos do virus (PEDERSEN, 2014).
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The feline coronavirus (FCoV) includes two biotypes, responsible for an enteric disease (feline
enteric coronavirus - FECV), or a feline infectious peritonitis (feline infectious peritonitis virus -FIPV), a
lethal disease. While the exact genetic change that mediates the transition of FECV to FIPV and its increase
in pathogenicity is unknown, there is evidence that specific mutations in the spike-protein (S) coding region
play a major role. It has been suggested that the change in pathogenicity may be associated with mutations
at two amino acid sites in the S protein: a methionine (M)-to-leucine (L) mutation at site 1058 (M1058L)
and a serine (S)-to-alanine (A) mutation at site 1060 (S1060A). This study aimed to determine the presence
of the M1058L or S1060A mutations in FCoV derived from domestic cats with or without clinical signs
relative to FECV or FIPV infection. Rectal swabs, tissues, blood, and/or effusion (90 samples) collected from
77 cats were investigated to FCoV infection by PCR, revealing 26% of positive cats. Among the positive cases,
11 cats displayed enteric signs, 4 showed FIP signs, and 5 were asymptomatic. Out of the 9 strains (5 FECV
and 4 FIPV) that were sequenced and analyzed for the mutations M1058L and S1060A4, only one FIPV strain
had the M10580L mutation and no sample contained the previously reported S1060A mutation. The data
obtained in this study indicate that other genetic markers may be associated with the change in FCoV
pathogenicity. Therefore, the presence of the mutations documented as M1058L and S1060A should not be
the sole markers used to confirm feline infectious peritonitis.

INDEX TERMS: coronaviruses, feline infectious peritonitis, FCoV, RT-PCR.

RESUMO.- [Andlise de mutacio da proteina spike em gatos domésticos infectados por coronavirus
felino com ou sem sinais clinicos relativos a peritonite infecciosa felina.] O coronavirus felino (FCoV)
inclui dois bidtipos, responsaveis por uma doenga entérica (coronavirus entérico felino - FECV), ou uma
peritonite infecciosa felina (virus da peritonite infecciosa felina -FIPV), uma doenga letal. Embora a
alteracdo genética exata que medeia a transicdo do FECV para o FIPV e o seu aumento na patogenicidade
seja desconhecida, ha evidéncias que mutac¢des especificas na regido codificadora da proteina spike (S)
tenha uma importante papel. Foi sugerido que a alteracdo de patogenicidade possa estar associada a
mutacdes em dois locais de aminodacidos na proteina S: uma mutacao de metionina (M)-para-leucina (L) no
sitio 1058 (M1058L) e uma mutagdo de serina (S)-para-alanina (A ) no sitio 1060 (S1060A). Este estudo
teve como objetivo determinar a preseng¢a das mutacdes M1058L e S1060A em FCoV derivados de gatos
domeésticos com ou sem sinais clinicos relacionados a infec¢des por FECV ou FIPV. Swabs retais, tecidos,
sangue e/ou efusdo (90 amostras) coletados de 77 gatos foram investigados para infec¢do por FCoV por
PCR, revelando 26% de gatos positivos, sendo 11 deles com sinais entéricos, 4 com sinais de FIP e 5
assintomaticos. De 9 cepas (5 FECV e 4 FIPV) sequenciadas e analisadas para as muta¢des M1058L e
S1060A4, apenas uma cepa de FIPV continha a mutagdo M10580L e nenhuma continha a mutagdo S1060A
anteriormente relatada. Os dados obtidos indicam que outros marcadores genéticos possam estar
associados a mudanga de patogenicidade do FCoV e, portanto, a presenc¢a das muta¢gdes M1058L e S1060A
ndo devem ser usadas como unicos marcadores para confirmacgio de peritonite infecciosa felina.

TERMOS DE INDEXACAO: coronaviroses, peritonite infecciosa felina, FCoV, RT-PCR.

INTRODUCTION

Feline coronavirus (FCoV) belongs to the family Coronaviridae and genus Alphacoronavirus (ICTV 2019)
and is highly prevalent among domestic cat populations worldwide (Pedersen et al. 2009). There are two



32

genotypes of the virus: FCoV type I and type II. Each genotype includes two different biotypes called feline
enteric coronavirus (FECV) and feline infectious peritonitis virus (FIPV) (Wang et al. 2013). The FIPV
biotype is more virulent than the FECV biotype and is associated with the development of fatal
multisystemic peritonitis, for which no effective treatment or vaccine is currently available. On the other
hand, most FECV biotypes do not cause lesions, and even the most virulent strains cause only mild intestinal
symptoms (Gao et al. 2023). Feline infectious peritonitis (FIP) is more common in young cats and
approximately 5 to 10% of FCoV-seropositive cats develop the disease (Pedersen et al. 2009). FIP can
appear in two forms: the effusive form, which is the most common and is characterized by fluid build-up in
the abdomen, thorax, and/or pericardium (Hartmann, 2005, Pedersen et al. 2009), and the non-effusive
form, characterized by the presence of granulomas in organs (Hartmann 2005). The clinical signs of FIP are
highly variable, as due to the systemic spread of the virus, several organs may be involved, in addition to
ophthalmic and neurological changes being described. The pathogenesis that leads to the development of
FIP is not yet fully understood, but the main theory is that one or more mutations in a specific FECV gene or
genes would lead to its development (Addie et al. 2009). Furthermore, it is believed that the FECV biotype
adapts to proliferate in monocytes/macrophages, which promotes a change in the virulence of virions,
resulting in biotype conversion to FIPV (Pedersen 2014, Tekes & Thiel 2016). However, the change in cell
tropism does not reveal the true mechanism of internal mutation. Consequently, many studies attempt to
explain the mechanism of mutation at the molecular and genetic levels. The FCoV genome encodes four
structural proteins - spike (S), envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N), and seven nonstructural
proteins (replicase 1a and 1b and accessory proteins 3a, 3b, 3¢, 7a, and 7b). Three different genes have been
associated with the conversion of FECV to FIPV. The first gene suspected to be a general virulence marker
indicative of Feline Infectious Peritonitis (FIP) was the 3c gene (Vennema et al. 1998). Initial studies
indicated that FECVs always contained a complete 3c gene, while FIPV contained mutations (such as
deletions or point mutations) that hindered the translation of an intact protein (Pedersen et al. 2009, Hora
etal. 2016). Later studies have shown that an intact 3¢ gene is required for viral replication in the intestine
but is not essential for systemic replication of FIPVs (Chang et al. 2010, Chang et al. 2012, Pedersen et al.
2012, Bank-Wolf et. al. 2014,). It is now considered likely that mutations in 3¢ gene do not affect the
virulence (Lutz et al. 2020). Some research has indicated that the nonstructural glycoprotein 7b may play a
role in determining FCoV virulence. The loss of its integrity, which occurs predominantly during cell culture
passage, leads to a loss of virulence in FIPVs (Dedeurwaerder et al. 2013). Subsequent studies, however,
have demonstrated that the highly conserved 7b gene cannot serve as a valid gene for differentiating
biotype switching. Since 2012, research on the pathogenesis of FIP has increasingly focused on the S gene,
responsible for encoding the spike protein (S). The S protein of the coronavirus plays a pivotal role in
binding to the cellular receptor for viral infection, and the transition from FECV to FIPV involves alterations
in cellular tropism. Consequently, it has been postulated that variations in FCoV biotypes may also be linked
to mutations in the S genes. In this context, it has been identified that differences in the S proteins between
FECV and FIPV include mutations at two amino acid: a mutation from methionine (M) to leucine (L) at site
1058, and a mutation from serine (S) to alanine (A) at site 1060 (Chang et al. 2012). These mutations are
associated with adaptability for infecting macrophages (Bank-Wolf et al. 2014, Jaimes & Whittaker, 2018,
Ouyang et al. 2022, Shirato et al. 2018). The presence of one or both of these mutations was identified in
over 95% of the FIPV strains analyzed in the Netherlands (Chang et al. 2012). The specific role of these
mutations in the S gene concerning the pathogenesis of FIP remains unclear. So far, there are no records of
studies on the occurrence of these mutations in FCoV among cats in Brazil or even in the Americas. The
objective of this study was to ascertain the presence of the M1058L or S1060A mutations in FCoVs obtained
from domestic cats, with or without clinical signs related to infection by FECV or FIPV biotypes.

MATERIALS AND METHODS

Animals and samples. For the present study, 90 samples were collected from 77 domestic cats
received at veterinary clinics and hospitals in Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, between November 2020
and December 2021. Of the samples obtained, 47 cats had enteric signs (diarrhea), 15 cats presented signs
compatible with FIP (pleural or abdominal effusion, ascite or a combination of both), and 15 cats did not
present any clinical signs of disease. The samples collected were: rectal swabs (70), blood (3), abdominal
effusion (8), pleural effusion (3), kidney (1), liver (1), spleen (1), intestine (1), omentum (1) and lymph node
(1). Information on history and clinical signs was obtained through anamnesis. Samples were stored in
RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen™, USA) and kept at -80 °C until processing.

FCoV detection. For FCoV detection, a semi-nested PCR targeting amplification of a highly
conserved segment of the M gene was performed (Pratelli et al. 1999). RNA from effusion, blood and rectal
swab samples was extracted using the BioGene viral DNA/RNA extraction kit (Bioclin/Quibasa - Quimica
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Basica Ltda., MG, Brazil) following the manufacturer's instructions. RNA from organs was extracted using
the TRIzol® Reagent protocol. After quantification and conversion to cDNA using Hight-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems™, MA, USA), the samples were subjected to semi-nested
RT-PCR. The PCR cycling conditions were 95 °C for 7 min, 40 cycles of 94, 55, and 72 °C for 1 min at each
temperature, and 72 °C for 7 min. For the second round of RT-PCR amplification, a 3 uL aliquot of the 1:100
dilution of the first amplicon was subjected to the same cycling procedures described previously. RT-PCR
products were detected after ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis and visualization under
ultraviolet light.

Amplification, sequencing, and analysis of the spike (S) gene from FCoV-positive samples.
From the positive samples, an RT-PCR was performed to amplify a 215-bp fragment for FCoV-I and a 250-
bp fragment for FCoV-II, including codons for residues of the S protein potentially affected by the M1058L
and S1060A mutations, as described by Decaro et al. (2021). Reactions were performed in a volume of 25
pL using 100-200 ng of cDNA, 12.5 pL of GoTaq® Colorless Master Mix (Fitchburg, W1, USA), and 10 pmol
of each forward and reverse primer. PCR cycling conditions were 94 °C for 5 minutes, 45 cycles of 94 °C (30
seconds), 50 °C (30 seconds) and 68 °C (45 seconds) and final extension at 72 °C for 10 min. Products were
detected after ethidium bromide agarose gel electrophoresis and visualization under ultraviolet light.

RT-PCR products were purified using Promega® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo
Kit (Promega Corporation, WI, EUA). The samples were sequenced in duplicate using BigDye Terminator
Cycle Sequencing kit (Thermo Fischer) to confirm sequence identity. Sequence editing, alignment and
phylogenetic analyses were conducted using Geneious alignment and Geneious tree builder plugins
implemented in Geneious software version 9.1.8 (Biomatters). Nucleotide (nt) sequences of the S gene were
converted into amino acid (aa) sequences and comparative sequence analysis with coronavirus sequences
was carried out in the S protein fragment encompassing residues 1058 and 1060. Initially the obtained
sequences were compared with reference strains for classification into FECV and FIPV biotypes. Based on
the homology with each biotype and the clinical signs described, the samples were classified as FECV or
FIPV. Nucleotide sequences from FCoV reference strains used for alignment and sequence analysis were
retrieved from the NCBI database under the following GeneBank accession numbers: FIV-I-Black,
EU186072, FIPV-I-C1], DQ848678, FCoV-I-RM, FJ938051, FCoV-1-UU54, JN183883, FCoV-I-UU7, FJ938053,
FIPV-1I-DF-2, ]Q408981, MW316838.1 MT181982.1, MW225980, MW225984,MW815652.1 and
MH817484 (the only complete genome sequence of a FCoV strain from Brazil, Barros et al. 2019).

RESULTS AND DISCUSSION

All collected samples were evaluated by a semi-nested RT-PCR targeting amplification of a
conserved segment of the FCoV M gene. Of the 77 cats evaluated, 20 (26%) tested positive, 11 of which
exhibited enteric signs, 4 displayed signs of FIP and 5 were asymptomatic. FCoV RNA was detected from
different types of samples (blood, effusion, rectal swab, spleen, lymph nodes and omentum). Positive
samples at this stage were then evaluated by an RT-PCR targeting a region of the FCoV S gene, with 16 (21%)
of the total testing positive. The lower number of positive results in this RT-PCR is attributed to the
variability described in the spike glycoprotein gene. The S gene undergoes environmental adaptation, and
variations in this gene are often related, having important evolutionary significance in analyzing epidemic
trends (Chang et al. 2012). From the description that two amino acid substitutions,
M1058L and/or S1060A within the S protein were associated with the change in virulence from FECV to
FIPV (Chang et al. 2012), several studies had been performed to investigate the presence of such changes
(Bank-Wolf et al. 2014, Lewis et al. 2015, McKAY et al, 2020, Decaro et al. 2021, Song et al. 2023). The
functional consequences of the M1058 and S1060A alterations have not yet been determined, however, as
they are located in the hydrophobic domain of the fusion protein, they could be associated with greater
virulence and consequent systemic transmission of the virus (Chang et al. 2012). In this context, a new PCR
test could be developed to identify the presence of these mutations, which could indicate FIPV and provide
a diagnosis. Our study investigated such mutations in samples from cats with FCoV who were either
asymptomatic, presented digestive diseases (diarrhea and/or vomiting), or showed clinical signs
compatible with FIP. Sequence amplicons were generated from positive samples of nine cats: five with
diarrhea (from fecal samples) and four with clinical signs compatible with FIP (from organs or ascites). By
phylogenetic analysis, these FCoV sequences were clustered according to the biotype and clinical signals in
FECV (5) and FIPV strains (4). The nucleotide sequences obtained were eligible for translation into amino
acids and were compared with reference sequences. The presence of a mutation at amino acid residue 1058
was detected, with a methionine substituting a leucine (M1058L), in a strain from a cat showing clinical
signs and complementary exams consistent with FIP. No alteration was observed at amino acid residue
1060 (S1060A) in any sequenced strain. Our results diverge from previous reports: in the study by Chang
etal (2012) of 118 FIPVs, 108 (91.5%) had the M1058L mutation. The M1058L and S1060A mutations were
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observed in 17/19 and 2/19 strains circulating in Italy, associated with FIP, respectively (Decaro et al.
2021). Other studies have also detected the mutation related to the M1058L residue in FIPV strains (Bank-
Wolfetal. 2014, Lewis et al. 2015, Sangl et al. 2020). In samples from China, Zhu et al. (2024) demonstrated
that all parenteral samples from FIP cats carried one or more of the M1058L mutation, SI060A mutation,
and mutated 3c gene. Porter et al. (2014) state that the M1058L mutation may not cause the transformation
to FIPV, although it may induce changes in cell tropism. They believe that the substitution M1058L serves
solely as an indicator of the systemic spread of FCoV from the gastrointestinal tract, and should not be relied
upon as a confirmatory marker for FIP.

The absence of the M1058L mutation in the FECV biotype has also been suggested (Chang et al.
2012, Decaro et al. 2021). In our study, no such mutation was detected in FECV strains. However, a study
by Porter et al. (2014) using fecal and tissue samples of FECV and FIPV found leucine at position 1058 in
tissues, regardless of whether cats were infected with FECV or FIPV. This demonstrates that it may be more
related to the systemic spread of the virus and not to the occurrence of FIPV.

It's possible that the FIPVs found in the studied region may have unidentified alternative virulence
sites. According to Shirato et al. (2018), the different behavior of macrophage infection could be due to the
combined effect of five mutations in five distinct domains of the S2 fusion subunit. Therefore, since most
FIPV strains in the current study did not have the previously described mutations M1058L or S1060A, these
mutations alone cannot confirm the diagnosis of FIP. This suggests that other genetic markers should be
considered in relation to the change in FCoV pathogenicity.

FCoV transmission occurs via the fecal-oral route. Some studies suggest that infected cats can
excrete FECV in their feces for more than 15 weeks (Tekes, Thiel, 2016, Bubenikova et al. 2020). According
to Addie & Jarrett (2001), around 13% of infected cats become carriers and likely remain healthy carriers
throughout their lives, intermittently excreting the virus in their feces. In settings with multiple cats, the
number of shedding events and the frequency of shedding are risk factors for the development of FIP in
individual cats (Foley et al. 1997). The present study revealed that 21% (16/77) of the evaluated cats were
shedding FCoV in their feces, as indicated by positive rectal swab samples. Among the 47 cats with enteric
signs, 11 (23%) tested positive for FCoV. Among the asymptomatic cats evaluated, 5 out of 15 (33%) were
found to be excreting the virus, indicating a significant source of virus transmission and population
maintenance. These data indicate that an important strategy for controlling the disease must involve
identifying and isolating asymptomatic carriers within the population. In all cats showing clinical signs
compatible with FIP, and in which tissue, blood, and/or effusion samples presented positive results, no viral
RNA was detected in rectal swab samples. In agreement with these results, other studies indicate that FCoV
excretion in feces occurs only in cats infected with the FECV biotype (Pedersen et al. 2009, Chang et al.
2012).

CONCLUSION

In the present investigation, most FIPV strains found in cats presenting enteric disease or FIP did not exhibit
the M1058L or S1060A mutations as described in previous studies. The results indicate that the M1058L
and S1060A amino acid mutations cannot be considered exclusive for the diagnosis of FIP nor as the only
indicators associated with the change in virulence from FECV to FIPV.
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4 Consideragoes Finais

Os resultados obtidos na presente dissertacdo permitem concluir que o FCoV
esta presente na populagao de gatos domésticos na cidade de Pelotas. O FCoV pdde
ser detectado principalmente em amostras de tecido de animais sintomaticos, nestes
nao sendo possivel a deteccado através de swab retal. Embora, também pdde ser
detectado em animais assintomaticos em amostras de swab retal.

Assim como, a totalidade das cepas encontradas foram FCoV sorotipo |,
demonstrando a prevaléncia deste sorotipo nos gatos avaliados na regidao. Através do
sequenciamento genético foi possivel verificar a presenga da mutagéao no residuo de
aminoacido 1058 de apenas uma das cepas encontradas, de um gato com
sintomatologia e exames complementares compativeis com PIF, enquanto as demais
cepas avaliadas nao apresentaram mutag¢des nos residuos 1058 e 1060 da regido S
do FCoV. Nao apresentando resultados conclusivos para o diagnéstico de PIF através

destes marcadores.
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ANEXO A - Aprovacdo da Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PARECER N° 64/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.010790/2020-41

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Identificaciio ¢ caracterizacdo molecular de coronavirus em animais de companhia ¢ em
morcegos e roedores que coabitam espagos com humanos ”, registrada com o n° 23110.010790/2020-41, sob a responsabilidade de Silvia
de Oliveira Hiibner - que envolve a produgao, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), 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 10/06/2020 a 30 /12 /2023

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

Rattus norvegicus

Rattus rattus

\Felis domesticus - 114
Canis lupus familiaris - 114
ladarida brasiliensis - 72
IN° de animais
Mus musculus - 60

\Rattus norvegicus - 60

\Rattus rattus - 60

Tdade \Variavel

Sexo IMachos ¢ Fémeas

ICaes ¢ Gatos - Animais com tutores, em suas propricdades

Tadarida brasiliensis - redes de neblina (mist nets) e armadilhas de harpa (harp
Origem trap)

IRoedores - ratoeira do tipo gangorra
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ANEXO B - Laudo histopatolégico (Gato 1)

Sﬁet Laudo Anatomopatolégico

Pagina 1de 2

UFPel

ID SOVET: 210172

Paciente: Sequinha ID Clinica: NI-c6d2415 Entrada: 13/08/2021
Espécie: Felino Ra ~"RD Emissdo: 16/09/2021
Sexo: Fémea Idade: 6 ID SOVET prévia: N3o consta

Material e #= = 7=-*-~ Data do débito: 12/08/2021

Tutor(a) Rosimeri pte. Sequinha

Veterinario(a): Ana Carolina Scariot Clinica NI

Histdrico: Paciente Felv +, apresentava efusdo abdominal e torécica, diarreia, inapeténcia. Analise de liquido com mais de
90 mil leucécitos, sendo maior parte neutroéfilos e teste de rivalta positivo.

Macroscopia: Cadaver em estado corporal bom. Tricotomia em membros torécicos e regido abdominal.
Auséncia do olho esquerdo. Hematoma na orelha esquerda.
Liquido amarelado viscoso na cavidade abdominal e liquido avermelhado na cavidade toracica Presenga de
fibrina na serosa do intestino e omento.
Pancreas esbranquicado e aumento de volume. Bago com pontos esbranquigados na superficie capsular.
Intestino com fezes branco-amareladas em todas as porgdes. Estdbmago com contetdo alimentar
esbranquicado.
No lobo hepatico lateral esquerdo, presenga area irregular esbranquigcada e pequenos ponto
esbranquigados por toda superficie.
Rins esquerdos avermelhado com areas irregulares.
Pulmi3o, lobo caudal direito com pregas na superficie.
Bile espessa.

Microscopia / Diagndstico Morfoldgico (DM):
A:Figado : Infiltrado inflamatério predominante de macréfagos , linfécitos e fibrina -Hepatite
fibrinogranulomatosa
B: Intestino,:Infiltrado inflamatdrio predominante de macréfagos, linfécitos e fibrina- Enterite
fibrinogranulomatosa
Estdmago: sem alteragdes
linfonodo: Deplegdo linféide acentuada
omento : Infiltrado inflamatdério predominante de macréfagos e linfécitos e fibrina -Serosite fibrinosa
C: Rins, Infiltrado inflamatério predominante de macréfagos e linfécitos e fibrina: Nefrite
fibrinogranulomatosa
bacgo:Infiltrado inflamatdrio predominante de macrdfagos e linfécitos
D: Adrenais: sem alteragdes
pulmao: Edema pulmonar abundante
E: Coragdo e encéfalo sem alteragbes

Processamento Especial: x-x-x-x-x

Diagndstico:

A: Hepatite Figado
Enterite catarral Intestino
B1: Serosite granulomatosa Cavidade abdominal
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Patologista Responsavel: Fabiane Borelli Grecco
O presente laudo anatomopatoldgico esta alicergado na discriminagdo detalhada do material a ser examinado, na histéria clinica e exames complementares de posse

do Veterinario Assistente. Essas informagdes devem ser disponibilizadas ao Veterinario Patologista. Em caso de discordéncia clinico/patolégica, deve o Veterinario
Assistente solicitar ao Veterinario Patologista a revisdo do caso, antes da defini¢do da conduta terapéutica. Se for o caso, técnicas mais acuradas de diagnéstico poderdo

ser demandadas.
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