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Resumo

O norovirus ¢ reconhecido como agente etiologico de importancia para a gastroenterite aguda ndo bacteriana em todo o mundo. No entanto,
a significancia deste patogeno em caes domésticos ndo é bem compreendida. Estudos sugerem que os cdes podem desempenhar papel na
transmissao do norovirus humano, e que os humanos apresentam anticorpos contra o norovirus canino. O objetivo deste trabalho foi realizar
uma investigagdo preliminar quanto a presenga do RNA do norovirus em fezes diarreicas de cdes atendidos em hospital veterinario de Cuiaba,
por meio da técnica de transcri¢do reversa seguida de reagdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR). Para tal, 30 amostras fecais de filhotes
com gastroenterite aguda, pertencentes a ambos os sexos e ragas variadas, foram avaliadas para a presenca do norovirus pela RT-PCR e
para o parvovirus canino-2 através de teste imunocromatografico. Neste estudo, a excre¢do do norovirus pelas fezes diarreicas dos cées
avaliados ndo foi detectada, ndo sendo observada a amplificagdo de fragmento gendmico parcial correspondente a regido que codifica a RNA
polimerase viral. Além disso, 76% (23/30) dos animais testados foram diagnosticados para a infec¢ao pelo parvovirus canino-2 através de teste
imunocromatografico para detecgdo do antigeno viral. Na América do Sul e no Brasil, estudos abrangendo o norovirus canino sdo escassos.
Apesar das gastroenterites agudas em caes filhotes serem frequentes, o norovirus parece nao ser o principal agente viral envolvido no municipio
do estudo. Contudo, a realizagdo de investigagdes de epidemiologia molecular mais abrangentes sera essencial para verificar a sua prevaléncia
em populagdes caninas, assim como para elucidar a significancia desta infecgdo viral em quadros de gastroenterite em caes.
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Abstract

Norovirus is recognized as an important etiological agent for acute non-bacterial gastroenteritis worldwide. However, the significance of this
pathogen in domestic dogs is not well understood. Studies suggest that dogs may play a role in transmitting norovirus to humans, and that
humans have antibodies against canine norovirus. The aim of this study was to carry out a preliminary investigation regarding the presence of
norovirus RNA in diarrheal feces of dogs attended at a Veterinary Hospital in Cuiabd municipality, using a reverse transcription followed by
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay. For this purpose, 30 fecal samples from puppies with acute gastroenteritis, belonging to both sexes
and several breeds, were evaluated for the presence of norovirus by RT-PCR and for canine parvovirus-2 by immunochromatographic test. In
this study, the excretion of the norovirus by the diarrheal feces of the evaluated dogs was not detected, not being observed the amplification of
the partial genomic fragment corresponding to the region that encodes the viral RNA polymerase. In addition, 76% (23/30) of the tested dogs
were diagnosed with canine parvovirus-2 infection through an immunochromatographic test for viral antigen detection. In South America and
Brazil, studies investigating canine norovirus are scarce. Although acute gastroenteritis are frequent in puppies, it seems that norovirus is not
the major viral agent involved in cases from the municipality studied. Accordingly, the conduction of further epidemiological and molecular
investigations will be essential to verify its prevalence in canine populations, as well as to elucidate the significance of this viral infection in
cases of gastroenteritis in dogs.
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1 Introducio GI, GII, GIV, GVII, GVII e GIX (Green, 2013; Vennema;

) R . De Bruin; Koopmans, 2002). Por outro lado, os genogrupos
Os norovirus (NoVs) pertencem ao género Norovirus . .
relacionados aos caes sdo apenas os GIV, GVI e GVIIL. Os

da familia Calicivirid, do d idos d 1 . S
a lamiia tafictviridae, a0 GeSProvidos de €VeIops, 4o ais genogrupos foram identificados em suinos (GII),

apresentam genoma de RNA linear, fita simples, polaridade bovinos ¢ ovinos (GIIT), roedores (GV) ¢ morcegos (GX)

positiva, com extensdo de aproximadamente 7,5 kilobases sugerindo uma forte segregaio de genogrupos com base em
ordens taxondmicas (Chhabra et al., 2019; Ford-Siltz et al.,
2019; Vinjé, 2015).

Estes agentes virais foram descobertos em 1972 (Dolin et

(Vinjé et al., 2019). Com base na diversidade de aminoacidos
da proteina viral VP1 e de nucleotideos da enzima RdRp,

atualmente dez genogrupos sdo descritos (GI a GX) e

divididos em 49 geno6tipos (Chhabra et al., 2019). Norovirus

humanos (HuNoV — human norovirus) sio classificados nos
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al., 1972; Kapikian et al., 1972) e atualmente sdo reconhecidos
como os principais agentes etiologicos da gastroenterite
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aguda ndo bacteriana que afeta seres humanos de todas
as idades em diversas regides do mundo, determinando
quadros graves especialmente em idosos e em individuos
imunocomprometidos (Glass; Parashar; Estes, 2009; Patel et
al., 2008).

Ao contrario das infecgdes pelos NoVs em humanos, a
importancia destes virus como patdogenos em caes domésticos
ndo ¢ bem compreendida. A primeira evidéncia consistente da
infec¢do pelo norovirus canino (CaNoV — canine norovirus)
foi descrita na Italia em 2007, onde um filhote de cao com
60 dias de idade ¢ sem raca definida apresentou quadro de
gastroenterite, com recupera¢ao clinica completa apods
quatro dias de tratamento suporte. A avaliagdo longitudinal
de amostras fecais deste animal resultou na confirmacao da
excre¢do do CaNoV por 22 dias, assim como demonstrou
coinfeccdo com o parvovirus canino-2 (CPV-2; espécie
Protoparvovirus carnivoranl). Curiosamente, esta primeira
cepa viral caracterizada molecularmente a partir de cao
doméstico se mostrou geneticamente relacionada a cepa
de NoV pertencente ao genogrupo GIV e identificada
anteriormente em um filhote de ledo de cativeiro do mesmo
pais, com enterite hemorragica grave (Martella et al., 2008).

Posteriormente, novos relatos da circulagdo de NoV em
caes provenientes de outros paises da Europa, da América e
da Asia foram realizados (Caddy et al., 2013; Ford-Siltz et
al., 2019; Mesquita et al., 2010; Soma et al., 2015; Tse et al.,
2012). Estudos mostraram que o CaNoV pode ser detectado
com frequéncias varidveis (2 a 40%) em amostras fecais de
cdes com sinais clinicos de gastroenterite, porém também
foi demonstrada a infecg¢ao viral em 9% dos caes saudaveis
de abrigos municipais, clinicas veterinarias e pet shops de
Portugal (Martella et al., 2009; Mesquita et al., 2010). Nesta
ultima investigagdo tanto caes apresentando diarreia quanto
cées sem esta alteragdo clinica foram avaliados, sendo que
a infec¢@o pelo CaNoV foi estatisticamente associada com
enterite. Além disso, a ocorréncia de coinfecgdes por CaNoV e
CPV-2 foi observada em cerca de 17% dos animais (Mesquita
et al., 2010). No Japdo, a analise de amostras diarreicas de
caes, coletadas entre 2007 e 2014, revelou a excregdo de
CaNoV em apenas 2% dos animais sintomaticos investigados,
sendo que coinfecgdes com CPV-2 e coronavirus canino
entérico (CCoV; espécie Alphacoronavirus 1) prevaleceram
nestes animais (Soma et al., 2015).

O envolvimento do CaNoV em surto de diarréia em caes
foi descrito em filhotes, com cerca de 3 meses de idade,
pertencentes a mesmo canil da Grécia. Neste caso, todos os
animais que apresentaram enterite estavam infectados por
mesma cepa de CaNoV, assim como pelo CCoV (Ntafis et al.,
2010). No entanto, apesar da detecgdo destes virus em caes
com diarreia, a elucidagdo concreta do potencial patogénico
dos CaNoVs em quadros de enterite em caes ainda nao foi
estabelecida. Acredita-se que a mesma somente podera ser
obtida com a realizagdo de estudos de infec¢ao experimental
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em cdes gnotobidticos (Bodnar et al., 2007; Mesquita et al.,
2010; Ntafis et al., 2010).

A importancia das infec¢des pelos NoVs na espécie
canina ndo se deve apenas por sua provavel participagdo em
quadros entéricos. Uma vez que varios estudos tém sugerido
a ocorréncia de transmissdo zoondtica dos NoVs para os seres
humanos, a hipdtese de que os cdes poderiam desempenhar
papel na transmissao destes patdgenos para humanos tem sido
levantada. O achado de que amostras de soro caninas foram
positivas para a presenga de anticorpos contra o HuCoV
em investigagdes envolvendo cdes de diversos paises da
Europa contribui para essa possibilidade (Caddy et al., 2015;
Mesquita et al., 2014). Além disso, HuNoV foi identificado
em amostras de fezes de ces que estavam em contato direto
com tutores apresentando gastroenterite por NoV, sendo que
a cepa detectada em um cdo foi idéntica a isolada das fezes
de seu tutor (Summa; Von Bonsdorff; Maunula, 2012). Outro
indicio do possivel papel do cdo como fonte de infecgdo destes
agentes virais para humanos ¢ a detec¢do mais frequente de
IgG contra o CaNoV em médicos veterinarios que trabalham
com pequenos animais em comparagdo a populagdo humana
geral, ou seja, sem alto risco de exposi¢do a fezes caninas
(Mesquita et al., 2013).

Devido a sua estreita relagdio com os seres humanos,
como animais de companhia, os caes atraem ateng@o especial
em relagdo as zoonoses, sendo justificada a realizagdo de
investigacdes epidemioldgicas envolvendo patdégenos com
potencial zoondtico, como o NoV (Caddy et al., 2015;
Mesquita et al., 2013; Summa; Von Bonsdorff; Maunula,
2012). Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi realizar
uma investigac¢ao preliminar quanto a presenca de NoVs em
fezes diarreicas de 30 cdes atendidos em hospital veterinario
do municipio de Cuiaba, Mato Grosso, através da técnica
de transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR).

2 Material e Métodos
2.1 Amostras clinicas

Trinta amostras fecais de caes com gastroenterite aguda,
provenientes de atendimentos clinicos realizados em 2016
no Hospital Veterinario da Universidade de Cuiaba, foram
obtidas a partir dos recintos onde os animais foram mantidos
durante o periodo de internacdo e avaliadas posteriormente.
Os respectivos tutores destes animais foram informados sobre
os objetivos do estudo e, somente apds concordarem em
participar, as amostras de fezes foram incluidas no estudo. As
amostras foram acondicionadas em tubos coletores estéreis e
congeladas a -20 °C, brevemente, até o momento da analise.

Dos 30 cées incluidos no estudo, 17 eram machos e 13
eram fémeas, com idade variando entre 1 més a 1 ano, e
pertencentes a ragas variadas, como SRD (n = 10), Pitbull (n
= 6), Shih-Tzu (n = 3), Lhasa Apso (n = 3), Rottweiler (n =
3), Pinscher (n = 3), Husky Siberiano (n = 1) e Pastor Belga
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(n = 1). Quanto aos sinais clinicos apresentados pelos caes,
20 manifestavam anorexia ou hiporexia, 17 apresentavam
hematoquezia e émese foi observada em 25 caes.

Rotineiramente no referido Hospital Veterinario, os cées
atendidos com gastroenterite aguda, eram submetidos ao teste
imunocromatografico para parvovirose canina, sendo que as
amostras fecais foram submetidas ao kit comercial Alere
Parvovirose Ag Test Kit (Bionote, Gyeonggi-do, Coréia do
Sul), conforme as instrugdes do fabricante, e a leitura realizada
entre cinco a 10 minutos apos a aplicagdo das amostras.

2.2 Transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR)

Inicialmente, para minimizar o efeito de possiveis agentes
inibidores da reacdo de PCR presentes nas amostras clinicas,
aliquotas de fezes foram diluidas e suspendidas em agua
tratada com dicarbonato de dietila (DEPC) a 10% (p/v),
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 xg por trés minutos.
Posteriormente, 0 RNA total foi extraido a partir de 200puL do
sobrenadante da suspensdo fecal, utilizando o kit QIAamp®
cador® Pathogen Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo as instrugdes do fabricante.

Ap6s a obtencao do RNA purificado a partir das amostras
fecais, etapa inicial de desnaturacdo utilizando 0,4 pmol
do primer p289 foi executada por cinco minutos a 65 °C,
seguida de banho de gelo por cinco minutos adicionais.
Posteriormente, para a transcricdo reversa foi utilizado
5X Buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCl, 15
mM MgClL], 0,1 M de DTT, 100 uM de dNTPs, 100 U de
M-MLV (200 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e agua
ultrapura. As condi¢des de tempo e temperatura da transcrigao
reversa foram 30 minutos a 42 °C e cinco minutos a 95 °C.
A amplificagdo de fragmento parcial da regido gendmica
que codifica a RdRp, representado por um amplicon com
extensao de 315 pb, foi realizada por PCR convencional com
os primers p289 (5’-TGACAATGTAATCATCACCATA-3)
e p290 (5’-GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC-3’ (Jiang
et al., 1999). Para rea¢do com volume final de 50 pl, foram
utilizados 8 ul de cDNA, 1X PCR Buffer [200 mM Tris-HCl
(pH 8,4), 500 mM KCI], 200 uM de dNTPs, 2 mM MgCl,,
0,4 pmol de cada primer, 2,5 U de Platinum 7ag Polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) e agua ultrapura. As condigdes
de tempo e temperatura consistiram em etapa inicial de
desnaturag@o a 94 °C por trés minutos, seguida de 40 ciclos
a 94 °C por 30 segundos, 49 °C por 20 segundos e 72 °C por
um minuto, e etapa de extensao final a 72 °C por sete minutos.
Para cada reacdo, uma aliquota de plasmideo contendo cDNA
referente ao NoV GII.4 e dgua ultrapura foram incluidos como
controles positivo e negativos, respectivamente. Aliquota de 5
ul do produto obtido na PCR foi submetida a eletroforese em
gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio (0,5 mg/
ml) e avaliado sob luz UV em transiluminador (Loccus, Sdo
Paulo, Brasil).
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3 Resultados e Discussao

Neste estudo, a excre¢do do NoV ndo foi detectada nos
30 cdes com gastroenterite aguda avaliados, sendo que o
fragmento gendmico parcial, correspondente a regido que
codifica a RdRp, ndo foi amplificado pela técnica de RT-
PCR empregada, a partir das amostras de fezes diarreicas.
Além disso, dentre os animais avaliados, 76% (23/30) foram
diagnosticados para infeccdo pelo CPV-2 através de teste
imunocromatografico para deteccdo do antigeno viral, e
destes, trés vieram a obito.

Em estudos anteriores realizados no Japao e em paises
europeus (Alemanha, Itdlia, Franca, Espanha, Portugal e
Grécia), utilizando a mesma estratégia de detec¢do molecular
empregada neste trabalho, o NoV foi identificado em caes com
diarreia cuja prevaléncia variou de 2,2 a 11%, sendo possivel
afirmar que os primers utilizados no presente trabalho sdo
capazes de detectar o NoV em caes. As maiores frequéncias
de deteccdo de NoV em estudos moleculares envolvendo
primers inespecificos foram relatadas na Italia (11/239; 4,6%),
Espanha (2/26; 7,6%), Grécia (7/72; 9,7%) e Japdo (4/97;
4,1%) (Bodnar et al., 2017; Martella et al., 2009; Ntafis et al.,
2010; Soma et al., 2015).

A auséncia de detec¢do do RNA do NoV em amostras
fecais diarreicas dos caes avaliados neste estudo divergiu
dos relatos dos EUA, Japao e paises europeus (Bodnar et al.,
2017; Ford-Siltz et al., 2019; Mesquita et al., 2010; Soma et
al., 2015), embora diferentes combinagdes de primers tenham
sido utilizados nos diversos estudos.

Caddy et al. (2015) encontraram resultados semelhantes
em estudo realizado no Reino Unido, através de PCR em tempo
real, avaliando 248 amostras fecais, diarreicas ou nao, de caes
com média de idade de cinco anos e provenientes de seis
clinicas veterinarias e de um abrigo do pais, cujo resultado foi
negativo para a detecgdo do RNA viral de HuNoV e CaNoV.
Os dados encontrados divergem apenas quanto a média de
idade dos animais, sendo que no presente estudo somente cées
filhotes foram avaliados.

Estudo realizado nos Estados Unidos demonstrou alta
prevaléncia (38,2%) da infeccao pelo CaNoV no periodo de
2009 a 2013, enquanto em 2017 foi observado apenas 9,7% de
caes infectados, através da técnica de RT-PCR. Neste estudo
também foi realizado o sequenciamento gendomico de 10
amostras, revelando grande diversidade de cepas identificadas,
sendo quatro pertencentes ao GIV.2, trés ao GVL.1 e trés ao
GVI.2 (Ford-Siltz et al., 2019).

Por outro lado, na América do Sul, as pesquisas abrangendo
o CaNoV sdo escassas, sendo descrita apenas a detec¢do
de NoV pertencente ao GVII em uma amostra de esgoto
doméstico em estudo realizado no Uruguai (Lizasoain et al.,
2015). Da mesma forma, no Brasil, os estudos realizados para
deteccdo de CaNoV sido raros. Em hospital veterinario privado
no Rio de Janeiro, a presenca do virus nao foi evidenciada em
232 amostras de fezes diarreicas de cdes com menos de u m
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ano de idade (Castro ef al., 2013). A auséncia de excrecao de
NoV em cées no Rio de Janeiro reforga os achados obtidos
no presente trabalho, sugerindo a ndo circulagdo do virus em
filhotes de c@es com diarreia nos municipios estudados. Diante
destes achados, recomenda-se a realizagdo de investigacdes
semelhantes e mais abrangentes em populagdes caninas destas
e de outras regides do pais.

Recentemente, no Estado do Mato Grosso, em
investigagdo realizada por Silveira et al. (2018) a presenga
do NoV foi detectada em amostras fecais de ongas-pintadas
da regiao do Pantanal, cuja infeccdo pode estar associada
a contamina¢do ambiental devido a falta de saneamento
basico em varios municipios. O virus detectado nas ongas-
pintadas foi caracterizado como GII. 11, semelhante a0 NoV
de suinos. Além da detecgdo do virus em ongas da regido, a
recente detec¢do do NoV em amostras de aguas superficiais
(rios e lagos), potavel e de esgoto, em Reserva Particular do
Patrimonio Natural na regido do Pantanal, cercada pelos rios
Cuiaba e Sao Lourengo, demonstrou a ocorréncia de uma
fonte potencial de contaminagao viral, indicando que o agente
¢ circulante na regido em estudo (Fumian et al., 2018).

O potencial de transmissdo de CaNoVs para seres
humanos ainda ¢ incerto. No entanto, a detec¢do de IgG
contra CaNoV em amostras de soros de médicos veterinarios,
em maior frequéncia em comparagdo a uma populagdo
controle, sugere a infeccdo por estes patdogenos em seres
humanos altamente expostos a cdes e suas excretas (Mesquita
et al., 2013). De maneira semelhante, o papel do c@o na
epidemiologia de surtos determinados pelo HuNoV em
populacdes humanas ainda ¢ desconhecido. O fato de estas
ocorréncias serem mais frequentes em locais onde os cdes nao
sdo comumente encontrados, como em navios de cruzeiro ou
em hospitais, ndo descarta a possibilidade de os caes servirem
como fonte de infeccdo para surtos em comunidades (Caddy
et al., 2015). O registro de surto limitado de gastroenterite
em canil localizado na Taildndia, ap6s o contato dos animais
com criangas sintomaticas e infectadas pelo NoV demonstra
a transmissdo de HuNoVs para os caes, reforcando as
preocupagdes relacionadas a transmissdo destes agentes entre
estas duas espécies (Charoenkul et al., 2020).

A gastroenterite viral ¢ um problema clinico comum
em caes e durante varias décadas o CPV-2 foi considerado
o principal agente viral envolvido nestes quadros (Decaro
et al., 2011; Gizzi et al., 2014). Varios estudos moleculares,
que envolveram a detec¢@o tanto dos NoVs como de outros
agentes virais relevantes para diarréia em caes, falharam em
identificar os NoVs em caes sintomaticos ou revelaram o
carater comum de coinfec¢des com CPV-2 ¢ CCoV (Caddy et
al.,2015; Castro et al., 2013; Martella et al., 2008; Mesquita
et al., 2010; Soma et al., 2015). Um exemplo foi a auséncia
de deteccdo de NoVs em cdes com e sem diarréia do Reino
Unido,
infeccdes na populagdo canina daquela regido, a época da
amostragem. Em contrapartida, este mesmo estudo revelou a

indicando uma incidéncia insignificante destas
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excrecdo fecal a altos titulos do CPV-2 e do CCoV em 17%
dos cées com diarréia, fato que levou os autores a concluir
que os NoVs ndo constituiram causa importante de diarréia
viral na populagdo canina estudada (Caddy et al., 2015). No
presente estudo, coincidentemente, também foi detectada alta
frequéncia de excregdo fecal do CPV-2 (76%), através de
teste imunocromatografico, em cdes com gastroenterite sem
evidéncia de infec¢do por CoVs.

4 Conclusao

Apesar da recente identificacdo do NoV em dguas fluviais
de uma Reserva Particular e em amostras fecais de ongas-
pintadas do Pantanal Mato-Grossense, nao foi possivel
detectar a excregdo viral nas amostras de fezes diarreicas de
caes avaliados em Cuiaba. Apesar das gastroenterites agudas
em caes filhotes serem um grande problema na rotina de
atendimentos veterindrios, o NoV parece ndo ser o principal
agente viral no municipio do estudo, podendo esta afecgdo
estar relacionada a outros agentes virais e/ou bacterianos,
como o CPV-2. Existem poucos relatos sobre a ocorréncia da
infeccao pelo CaNoV no mundo, sendo necessaria a realizagao
de novas pesquisas para esclarecer a importancia desta virose
em caes.
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