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RESUMO

ANTICORPOS CONTRA O HERPESVIRUS CANINO TIPO 1 EM CAES
DOMICILIADOS E DE ABRIGOS NO RIO GRANDE DO SUL

AUTORA: Leticia Maffi Augusti
ORIENTADOR: Rudi Weiblen

O herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) esta associado a desordens reprodutivas e mortalidade
neonatal em cdes. O CHV-1 tem distribuicdo mundial e é considerado enzo6tico na populacdo
canina, no entanto, a frequéncia da infeccdo no pais ainda é desconhecida, e assim, se
desconhece a real necessidade de medidas adicionais de prevencdo, como a vacinagdo. Com
isso, 0 objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de anticorpos contra 0 CHV-1 em
amostras de soro de cédes domiciliados e de abrigos em diferentes cidades do Rio Grande do
Sul. Para isso, foram testadas 914 amostras de soro de cdes domiciliados de Santa Maria (332
amostras obtidas do Hospital Veterinario Universitario - HYU/UFSM e 381 obtidas durante a
campanha de vacinacdo antirrdbica de 2015), de um laboratdrio clinico veterinario de Porto
Alegre (n=43) e 158 de cdes de abrigos dos municipios de Passo Fundo (n=98) e Cachoeira
do Sul (n=60). Estas amostras de soro foram testadas pela técnica de soroneutralizacdo (SN)
para anticorpos contra 0 CHV-1. Anticorpos neutralizantes contra o0 CHV-1, em titulos iguais
ou superiores a 4, foram detectados em 66,9% (612/914) das amostras. Entre 0s cdes
domiciliados de Santa Maria, 79,5% (264/332) provenientes do HVU/UFSM e 57,2%
(218/381) das obtidas durante a campanha de vacinacdo antirrabica de Santa Maria foram
positivas. Das amostras coletadas no laboratério clinico em Porto Alegre, 41,8% (18/43)
foram positivas para anticorpos para CHV-1. Entre os cdes de abrigo, 72,4% (71/98) das
amostras coletadas em Passo Fundo e 68,3% (41/60) das amostras do abrigo de Cachoeira do
Sul foram sorologicamente positivas para CHV-1. Os titulos de anticorpos entre 0s grupos
foram variaveis, mas a maioria dos animais positivos possuia titulos acima de 128. Como nao
existem vacinas comerciais contra 0 CHV-1 no Brasil, a presenca de anticorpos neutralizantes
indica a circulacdo do CHV-1 na populacdo canina das cidades estudadas. Com base nesses
achados, medidas de controle, prevencdo, imunizacdo e a necessidade de um correto
diagnostico devem ser consideradas contra 0 CHV-1 em cées no sul do Brasil.

Palavras-chave: CHV-1. Soroneutralizacdo. Cées domiciliados. Abrigos.



ABSTRACT

ANTIBODIES AGAINST CANINE HERPESVIRUS TYPE 1 IN HOUSEHOLD AND
SHELTER DOGS IN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

AUTHOR: Leticia Maffi Augusti
ADVISER: Rudi Weiblen

Canine herpesvirus type 1 (CHV-1) is associated with reproductive disorders and neonatal
mortality. CHV-1 is widely distributed and is considered enzootic in the dog population.
Occurrence of infection in the country is unknown, and thus the real need for additional
prevention measures, such as vaccination, is unknown. Therefore, the aim of this study was to
investigate the presence of antibodies against CHV-1 in serum samples of domestic and
sheltered dogs of different regions from Rio Grande do Sul state. For this, 914 serum samples
from domestic dogs from Santa Maria (332 dogs obtained from Hospital Veterinario
Universitario - HVU / UFSM and 381 from in the anti-rabies vaccination campaign), a
veterinary clinical laboratory in Porto Alegre (n=43) and 158 from shelters dogs of Passo
Fundo (n=98) and Cachoeira do Sul (n=60). Serum samples were tested by virus-
neutralization test (VN) for CHV-1 antibodies. Neutralizing antibodies against CHV-1 in
titers equal or higher than 4 were detected in 66,9% (612/914) of the samples. Among
household dogs, 79,5% (264/332) from HVU/UFSM and 57.2% (218/381) from the
vaccination campaign. Among the samples collected in the clinical laboratory in Porto Alegre,
41.8% (18/43) had antibodies to CHV-1. Among the sheltered dogs, 72.4% (71/98) of
samples from Passo Fundo and 68.3% (41/60) from Cachoeira do Sul had antibody to CHV-1.
The antibody titers ranged among the groups, but many samples had titers higher than 128.
Since there are no commercial vaccines against CHV-1 in Brazil, the presence of neutralizing
antibodies indicates the circulation of CHV-1 in the investigated population. Based on these
findings, control measures, prevention, immunization and the need for a correct diagnosis
should be considered.

Key words: CHV-1. Virus neutralization. Domiciled dogs. Shelters.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Distribuicdo dos titulos de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus canino
tipo 1 em cées domiciliados de Santa Maria e Porto Alegre e em cées de abrigos de
Passo Fundo e Cachoeira do SUl..........ccoovoiiiiiiii e 30



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus canino tipo 1 em soro de cées de
acordo com as diferentes localidades/Origens..........cccvvvevveveiieeieeie s



1.
2.

SUMARIO

LN ESI0] 5161070 I 9

CAPI'T~ULO 1 - ANTICORPOS CONTRA O HERPESVIRUS CANINO TIPO 1
EM CAES DOMICILIADOS E DE ABRIGOS DO RIO GRANDE DO SUL

............................................................................................................... 14
ABSTRACT ...ttt ettt ne et 15
RESUMO ..ottt se st se st nsesnsensnsnnes 16
INTRODUGAD. ..ottt ettt ettt st n st 17
MATERIAL E METODOS........oiiiiiieiieiieesesesesssss s iesseseesessessesss st st 19
RESULTADOS E DISCUSSAO........c.oiiiieiireieeseesierseesessseses s senssesssnessenesnens 20
(0] o1 I 1710 OO 24
REFERENCIAS. .....oocvieeteeeseeeeses st este st s st ses s assn s s ssnen s 25
(070N 07 I 17X @ TP 31

REFERENCIAS. ... e et e e s et e et r e e e et e et e er e er e anane 32



1. INTRODUCAO

O herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) pertence a familia Herpesviridae, ao género
Varicellovirus e a subfamilia Alphaherpesvirinae (ICTV, 2014), e foi originalmente isolado
em 1964 de cées neonatos que desenvolveram doenca sistémica fatal (CARMICHAEL,
SQUIRE; KROOK, 1965). Os herpesvirus sdo envelopados, com dimensdes de 120 a 300 nm,
possuem genoma DNA fita dupla linear, de aproximadamente 150kb. Assim como os demais
membros da familia Herpesviridae, o CHV-1 é pouco resistente no ambiente e facilmente
inativado por solventes lipidicos, substancias com pH muito &cido ou muito baésico, e
temperaturas elevadas (CARMICHAEL; GREENE, 2006; DAVISON et al., 2009;
ROIZMAN et al., 1992). Uma importante caracteristica do CHV-1, assim como os demais
alfaherpesvirus, é o potencial de estabelecer laténcia nas células de seus hospedeiros,
principalmente nos ganglios nervosos. O virus latente pode ser reativado em casos de queda
da imunidade ou quando os individuos infectados sdo submetidos a situacdes estressantes,
doencas concomitantes ou pela administracdo de corticosterdides. Assim, o portador se torna
capaz de disseminar a doenca durante esses periodos de reativacdo, excrecdo e/ou viremia,
permitindo a perpetuacdo e manutencdo do virus na natureza (ROIZMAN; BAINES, 1991;
ROIZMAN et al., 1992; RONSEE et al., 2004; SHERDING, 2008). A reativacao e a excrecao
viral podem ocorrer mesmo na auséncia de sinais clinicos. Isto é de extrema importancia em
locais de grande aglomeracdo de animais, como em abrigos ou canis, pois 0s portadores
latentes corroboram para a disseminacdo do virus para os demais animais da populagédo
(GREENE, 2012).

O CHV-1 esta mundialmente distribuido em populacdes de cées e a porcentagem de
animais soropositivos varia entre as diferentes regides. Em alguns paises da Europa,
principalmente em abrigos, a soroprevaléncia do CHV-1 é elevada (KROGENAES et al.,
2014; LEDBETTER, 2013; RIUSEWIK et al., 1999; RONSEE et al., 2002). Um estudo
realizado na Noruega apontou uma soroprevaléncia do CHV-1 de 85,5% para CHV-1 em
animais de canis (KROGENAES et al.,, 2014). Por outro lado, frequéncia de animais
soropositivos para 0 CHV-1, em cdes assintomaticos, variou de 14 a 18% na Italia, onde nao
houve diferenca de titulos de anticorpos entre as populacdes de cdes domiciliados e de canis
(PRATELLI; COLAO; LOSURDO, 2014). Dahlbom et al. (2009) realizaram um estudo
comparativo entre animais acometidos pelo CHV-1 em canis com e sem problemas
reprodutivos e evidenciaram titulos significativamente mais elevados na populacdo de animais

dos canis com problemas reprodutivos (100% dos animais) do que nos canis que n&o
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possuiam problemas reprodutivos (65% dos animais). Uma investigacdo soroldgica realizada
na Turquia utilizou o teste de soroneutralizacio bem como ELISA para investigar a
soroprevaléncia do CHV-1 na populacdo de cdes e encontrou uma frequéncia de 39,3% de
amostras positivas testados pelo ELISA enquanto que, 29,4% das amostras testadas pela
técnica de soroneutralizacdo foram positivas para o CHV-1 (YESILBAG et al., 2010). A
frequéncia do CHV-1 também foi investigada em canis de criacdo privados de Ankara, na
Turquia, onde 71,8% dos animais foram positivos para anticorpos especificos contra CHV-1
(ACAR et al., 2009). Os testes realizados por ELISA parecem ser mais sensiveis (RONSEE,
et al., 2002; YESILBAG et al., 2010) do que os realizados pela técnica de soroneutralizagdo,
embora Reading e Field (1999) e Nothling et al. (2008) tenham evidenciado, em seus estudos,
uma sensibilidade semelhante entre as duas técnicas.

A circulacdo do CHV-1 também ocorre na populacdo canina do Brasil, no entanto, 0s
estudos envolvendo o CHV-1 se restringem a relatos clinicos de mortalidade neonatal
(AVILA et al.,, 2011; CARGNELUTTI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2009). Casos de
mortalidade neonatal foram descritos em canis de reproducdo em Porto Alegre - RS, onde o
CHV-1 foi detectado em 6rgdos de filhotes submetidos a necropsia (CARGNELUTTI et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2009), e anticorpos contra 0 CHV-1 foram identificados nas fémeas
(CARGNELUTTI et al., 2015). Nesses casos, o diagndstico foi realizado com base nos
achados clinico-patoldgicos e na detecgdo do virus por testes laboratoriais. No municipio de
Canoas — RS, também, foi relatada a ocorréncia de mortalidade neonatal em decorréncia de
infeccdo por CHV-1 (AVILA et al., 2011). Uma investigacdo conduzida em Minas Gerais, 0
DNA do CHV-1 foi detectado em amostras de urina e secrecdo ocular em cadelas com
historico/sinais de desordens reprodutivas, apontando uma prevaléncia de 10% na populagédo
canina estudada (SANTOS, 2014).

A transmissdo ocorre pelo contato direto de cdes com excregdes e secrecdes (ocular,
nasal e genital) de animais infectados ou por fomites e, a transmissdo aos filhotes pode
ocorrer durante a sua passagem pelo canal do parto, pela via transplacentaria ou pelas
secrecOes oronasais da fémea (GALOSI, 2007; GREENE, 2012).

A infeccdo de cées pelo CHV-1 pode ser assintomética ou estar associada a
manifestagdes clinicas variadas, acometendo animais de todas as ragas, sexos e idades. No
entanto, os disturbios mais severos ocorrem em filhotes com menos de trés semanas de idade,
bem como em fémeas prenhes (CARMICHAEL; GREENE, 2006).

Nos cédes adultos, a infeccdo pode provocar desordens reprodutivas como

balanopostite em machos e reabsor¢cdo embrionéria, infertilidade, abortos, mortalidade
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neonatal e vulvovaginite em fémeas (EVERMANN; LEDBETTER; MAES, 2011; FOSTER,
2007; GREENE, 2012). Os animais infectados podem desenvolver, também, quadros
respiratérios (DECARO; MARTELLA; BUONAVOGLIA, 2008; EVERMANN;
LEDBETTER; MAES, 2011; OLIVEIRA et al., 2009).

Em filhotes recém-nascidos que se infectam via transplacentaria ou durante o parto, a
mortalidade pode chegar a 100%, pois a infeccdo provoca lesbes sistémicas, caracterizadas
por necrose hemorragica multifocal progressiva em varios 6rgdos (DECARO; MARTELLA;
BUONAVOGLIA, 2008 ; EVERMANN; LEDBETTER; MAES, 2011; RONSEE et al.,
2005). Em neonatos, o grave quadro clinico é atribuido a menor temperatura corporal, a
deficiéncia do sistema imunoldgico e a falta de anticorpos maternos transmitidos através do
colostro (CARMICHAEL; BARNES; PERCY, 1969; CARMICHAEL; GREENE, 2006;
GALOSI, 2007). A influéncia dos anticorpos maternos transmitidos pelo colostro também é
um fator importante na resisténcia da infeccdo nos primeiros 15 dias de vida, pois 0s
anticorpos séricos de fémeas prenhes infectadas podem reduzir a viremia e a disseminacao da
infeccdo para o feto (CARMICHAEL;GREENE, 2006; GALOSI, 2007).

A menor temperatura corporal dos caes neonatos (36° - 37°C) € similar a temperatura
6tima de replicagdo do virus (35°C - 37°C) em cultivo celular, e esse fato pode ser atribuido
como fator predisponente de uma infeccdo fatal pelo CHV-1 (CARMICHAEL; BARNES;
PERCY, 1969). Além disso, a temperatura externa do ambiente onde os animais vivem pode
influenciar no desenvolvimento da infeccdo, pois as condi¢Ges climaticas e o local de
alojamento favoreceram uma menor temperatura corporal para os neonatos (OLIVEIRA et al.,
2009).

O diagnostico da infeccdo por CHV-1 é estabelecido através da anamnese, associado
aos achados clinicos, devido a presenca de papulas e vesiculas nas mucosas genitais e
respiratorias, achados de necropsia e por técnicas laboratoriais (CARMICHAEL; GREENE,
2006). O isolamento viral em cultivo celular é o teste considerado “padrdo-ouro” para o
diagnostico. Outras técnicas também utilizadas incluem a identificacdo de anticorpos por
testes sorolégicos como soroneutralizacdo (SN), e a deteccdo do agente por
imunofluorescéncia (IFA), imunohistoquimica (IHQ), ELISA e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (GALOSI, 2007; SHERDING, 2008).

O diagnostico é mais facilmente estabelecido em casos de morte neonatal, pois as
lesGes na necropsia sdo caracteristicas e incluem areas de necrose e hemorragia multifocal em
varios 6rgdos, incluindo rim, pulmdes, figado, intestino e cérebro (CARMICHAEL;

GREENE, 2006). Corpusculos de incluséo intranuclear também podem ser visualizados no
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tecido necrotico, porém podem se apresentar de dificil localizacdo e, frequentemente, podem
estar ausentes mesmo na ocorréncia de severas lesdes histologicas (CORNWELL; WRIGHT,
1969).

No entanto, o diagndstico definitivo ocorre pela demonstracdo do agente através do
isolamento em cultivo celular ou testes moleculares (DECARO; MARTELLA;
BUONAVOGLIA, 2008; LEDBETTER, 2013). A sorologia para CHV-1 também auxilia no
diagnostico, principalmente no Brasil, onde ndo sdo comercializadas vacinas, o que indica que
a presenca de anticorpos em animais € resultado da exposicéo prévia ao agente (SHERDING,
2008).

Até o momento ndo ha tratamento efetivo para o CHV-1, e os animais afetados
recebem apenas terapia de suporte, objetivando diminuir o problema com infeccdes
bacterianas secundarias. No entanto, muitas vezes o tratamento dos animais com sinais
sisttmicos € ineficaz devido ao répido e progressivo desenvolvimento da doenca
(CARMICHAEL; GREENE, 2006). Além disso, sdo poucos 0s estudos com 0 uso de drogas
antivirais contra herpesvirus de animais e, ainda nao esta estabelecida a dose efetiva e que nédo
causa efeitos colaterais em cdes (DEZENGRINI et al., 2010; MAGGS; CLARKE, 2004,
PALMA et al., 2010).

Um adequado manejo e boas condicGes sanitarias das instalacdes dos animais, no caso
de canis e abrigos, diminuem a severidade da infeccdo (GALOSI, 2007). Porém, uma das
medidas mais eficazes para a prevencao do CHV-1 seria 0 uso de vacinas, mas estas ndo estdo
disponiveis comercialmente no Brasil. Na Europa a vacina contra CHV-1 esta disponivel e é
utilizada em canis, onde fémeas com transtornos reprodutivos sdo imunizadas antes do
acasalamento a fim de proteger o feto e prevenir a infeccdo dos recém-nascidos. No entanto, a
falta de conhecimento sobre a prevaléncia do CHV-1 nas populacdes de cdes do Brasil e a
dificuldade em obter o diagnoéstico definitivo em casos que cursam com sinais clinicos
semelhantes aos produzidos pelo CHV-1, reduzem os incentivos para a producdo de vacinas
comerciais para a doenca (CARMICHAEL; GREENE, 2006).

Assim, embora estudos clinico-patoldgicos, virologicos tém demonstrado a circulagdo
do CHV-1 em determinadas regides do Rio Grande do Sul, sdo escassas as informacdes sobre
a sua real prevaléncia nas populacbes de cdes do Brasil (MONTEIRO et al., 2016;
CARGNELUTTI et al., 2015; SANTOS, 2014; OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, a alta
taxa de mortalidade e morbidade entre os filhotes pelo CHV-1 e a influéncia do virus na
ocorréncia de desordens reprodutivas em fémeas sdo fatores que ressaltam a importancia de

mais estudos envolvendo a infeccdo por este virus (DAHLBOM et al., 2009; LOVE;
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HUXTABLE, 1976; OLIVEIRA et al., 2009; RONSEE et al., 2005). Portanto, a deteccéo de
anticorpos anti-CHV-1 em cées domiciliados e de abrigos do Rio Grande do Sul poderia
demonstrar a situacdo epidemioldgica do CHV-1 e auxiliar no planejamento de estratégias de

controle, prevencao e erradicacdo da infeccdo.
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2. CAPITULO1

Anticorpos contra o herpesvirus canino tipo 1 em cdes domiciliados e de abrigos no Rio

Grande do Sul

Leticia Maffi Augusti, Juliana Felipetto Cargnelutti, Francielle Liz Monteiro, Eduardo

Furtado Flores, Rudi Weiblen

(Artigo a ser submetido a revista Ciéncia Rural — 2016)
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Antibodies against canine herpesvirus type 1 in household and shelter dogs in Rio

Grande do Sul, Brazil

Anticorpos contra o herpesvirus canino tipo 1 em cdes domiciliados e de abrigos no Rio

Grande do Sul

Leticia Maffi Augusti® Juliana Felipetto Cargnelutti' Francielle Liz Monteiro' Eduardo

Furtado Flores® Rudi Weiblen?

ABSTRACT

Canine herpesvirus type 1 (CHV-1) infection is an important cause of morbidity in
adult bitches and mortality in neonates. CHV-1 is widely distributed in the canine population
in many countries, and clinical reports have shown its presence in Brazil. However, the
frequency of infection in Brazil is unknown. The aim of this study was to investigate the
presence of antibodies against CHV-1 in serum samples of domestic and sheltered dogs of
different regions from Rio Grande do Sul state. For this, 914 serum samples were tested by
virus-neutralization test (VN) for CHV-1 antibodies. The samples included 713 from
domestic dogs from Santa Maria (332 dogs attended in clinical routine of Hospital Veterinario
Universitario — HVU/UFSM- and 381 obtained from dogs in the anti-rabies vaccination
campaign), 43 animals household dogs in Porto Alegre, and 158 from shelters of Passo Fundo
(n=98) and Cachoeira do Sul (n=60). Neutralizing antibodies against CHV-1 equal or higher

than 4 were detected in 66.9% (612/914) of the samples. Among household dogs, 79.5%

! Programa de P6s-graduacéo em Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa
Maria, RS, Brasil.

2 Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), UFSM, Santa
Maria, RS, Brasil.
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(264/332) of the samples from HVU/UFSM, 57.2% (218/381) from the vaccination campaign,
and 41.8% (18/43) collected in Porto Alegre had antibodies to CHV-1. Among the sheltered
dogs, 72.4% (71/98) of serum samples from Passo Fundo and 68,3% (41/60) in Cachoeira do
Sul had antibodies to CHV-1. The antibody titres ranged among the groups, but many
samples had titers higher than 128. Since there are no commercial vaccines against CHV-1 in
Brazil, the presence of neutralizing antibodies indicates the circulation of CHV-1 in the
investigated populations. Based on these findings, control measures - including immunization

- should be considered.

Key words: CHV-1, virus-neutralization, canine, RS.

RESUMO

As infecgbes por herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) sdo importantes causas de
morbidade em fémeas adultas e mortalidade em neonatos. O CHV-1 é amplamente distribuido
na populacdo canina de varios paises, e relatos clinicos tém demonstrado a sua presenca no
Brasil. No entanto, a frequéncia da infeccdo no pais ainda é desconhecida. Com isso, 0
objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de anticorpos contra 0 CHV-1 em amostras de
soro de caes domiciliados e de abrigos em alguns municipios do Rio Grande do Sul. Para isso,
914 amostras de soro foram testadas pela técnica de soroneutralizacdo (SN) para anticorpos
contra 0 CHV-1. Destas, 713 eram oriundas de cdes domiciliados de Santa Maria (332 de cées
atendidos no Hospital Veterinario Universitario -HVU/UFSM- e 381 obtidas na campanha de
vacinacao antirrabica de 2015); 43 de animais domiciliados de Porto Alegre e 158 de abrigos
dos municipios de Passo Fundo (n=98) e Cachoeira do Sul (n=60). Anticorpos neutralizantes
contra 0 CHV-1, em titulos iguais ou superiores a 4, foram detectados em 66,9% (612/914)

das amostras. Entre os cdes domiciliados de Santa Maria, 79,5% (264/332) das amostras
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provenientes do HVU/UFSM e 57,2% (218/381) das obtidas na campanha de vacinacéo
antirrabica de Santa Maria foram positivas. Das amostras de Porto Alegre, 41,8% (18/43)
possuiam anticorpos para CHV-1. Entre os cédes de abrigo, 72,4% (71/98) das amostras de
Passo Fundo e 68,3% (41/60) das amostras de Cachoeira do Sul foram positivas para
anticorpos. Os titulos de anticorpos entre os grupos variaram, sendo que a maioria dos
animais positivos apresentaram titulos acima de 128. Como nao existem vacinas comerciais
contra o0 CHV-1 no Brasil, a presenca de anticorpos neutralizantes indica a circulagdo do
CHV-1 nas populacdes estudadas. Com base nesses achados, medidas de controle — incluindo

a vacinacao — devem ser consideradas.

Palavras-chave: CHV-1, soroneutralizacdo, canino, RS.

INTRODUCAO

O herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2014). Os herpesvirus sdo virus
envelopados, com dimensdes de 120 a 300 nm, constituidos por um genoma DNA de fita
dupla linear de, aproximadamente, 150kb (DAVISON et al., 2009). O CHV-1 pode ser
encontrado em cdes na forma assintomatica ou associado com manifestacdes clinicas
variadas, acometendo cdes de todas as ragas, sexos e idades, mas produzindo quadros mais
severos em fémeas prenhes e em filhotes com menos de quatro semanas de idade
(CARMICHAEL & GREENE, 2006). A forma mais grave da infeccdo é a doenca
generalizada no neonato, que leva a morte animais de ate 20 dias de idade. Outras
manifestagbes importantes incluem reabsor¢do embrionaria, abortos, infertilidade e
vulvovaginite, e também doenca respiratoria, principalmente associada com outros agentes

virais e bacterianos (OLIVEIRA et al., 2009; CARGNELUTTI et al., 2015). Assim como 0s
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demais alfaherpesvirus, 0 CHV-1 estabelece infeccdes latentes nos hospedeiros, que podem
ser reativadas em casos de queda da imunidade, situacGes estressantes, gestacdo,
administracdo de corticosterdides ou doencas concomitantes (RONSSE et al., 2004,
SHERDING, 2008).

O CHV-1 estd mundialmente distribuido e a frequéncia de animais soropositivos varia
entre as diferentes regibes. Em alguns paises da Europa, principalmente em abrigos, a
soroprevaléncia do CHV-1 é elevada (RIJSEWIJK et al., 1999; RONSSE et al., 2002;
LEDBETTER, 2013; KROGENAES et al., 2014). Um estudo realizado na Finlandia apontou
uma soroprevaléncia de 81,5% para CHV-1 em animais de canis (DAHLBOM et al., 2009).
Por outro lado, a frequéncia de animais soropositivos para 0 CHV-1, em cées assintomaticos,
variou de 14 a 18% na Italia, onde ndo houve diferenca de titulos de anticorpos entre as
populacdes de cdes domésticos e de canis (PRATELLI et al., 2014).

No Brasil, a infeccdo por herpesvirus canino ainda é pouco descrita e os trabalhos
relatando a presenga do CHV se restringem a relatos clinicos de mortalidade neonatal
(OLIVEIRA et al., 2009; AVILA et al., 2011; SANTOS, 2014; CARGNELUTTI et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2016;). Em canis de reproducdo em Porto Alegre foram relatadas altas
taxas de mortalidade neonatal, em que o CHV-1 foi detectado em 6rgdos dos animais
submetidos a necropsia, e anticorpos contra o CHV-1 foram identificados nas cadelas
(CARGNELUTTI et al., 2015). Em uma investigacdo semelhante, também em Porto Alegre,
0 CHV-1 foi detectado em drgdos de um filhote que morreu 24-72 horas ap6s o inicio dos
sinais respiratorios (OLIVEIRA et al.,, 2009). Em ambos os estudos, o diagnostico foi
realizado com base nos achados clinico-patologicos e na detecgdo do virus, através detestes
laboratoriais, como imunofluorescéncia e PCR. Ja em um trabalho realizado em Minas
Gerais, 0 DNA do CHV-1 foi detectado em amostras de urina e secrecdo ocular em cadelas

que possuiam historico/sinais de desordens reprodutivas (SANTOS, 2014).
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Embora estudos clinico-patolégicos e viroldgicos tenham demonstrado a presenca do
CHV-1 no Rio Grande do Sul, sdo escassas as informacdes sobre a sua real frequéncia no
estado (OLIVEIRA et al., 2009; CARGNELUTTI et al., 2015; MONTEIRO et al., 2016).
Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a presencga de anticorpos contra 0 CHV-1 em
amostras de soro de cdes domiciliados dos municipios de Santa Maria e Porto Alegre e de

abrigos de Cachoeira do Sul e Passo Fundo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 914 amostras de soro de cées de diferentes racas e idades. Destas,
713 foram coletadas de cdes domiciliados de Santa Maria-RS, sendo 381 coletadas de cées
submetidos a vacinacgdo antirrabica durante a campanha anual (2015) e 332 amostras obtidas
no Hospital Veterindrio Universitario (HVU/UFSM), de cées encaminhados para
atendimentos clinicos e/ou cirargicos nos anos de 2013 e 2015. Amostras de cées
domiciliados de Porto Alegre (n=43) foram obtidas em um laboratdrio clinico veterinario.
Também foram testadas amostras coletadas de animais de abrigos de Passo Fundo (n=98) e

Cachoeira do Sul (n=60).

Células e virus

Para amplificacdo e quantificagdo do CHV-1, e realizagdo dos testes de
soroneutralizagdo (SN) foram utilizadas células MDCK (Madin Darby canine kidney),
cultivadas em meio essencial minimo suplementadas com 10% de soro fetal bovino. A cepa
Botucatu do CHV-1 utilizada nos ensaios foi cordialmente cedida pelo Dr. Jodo Pessoa

Araujo Junior (UNESP — Botucatu/SP).
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Teste de soroneutralizacéo (SN)

Os testes de SN para deteccdo de anticorpos contra CHV-1 foram realizados em
microplacas de 96 cavidades, conforme protocolo descrito por CARGNELUTTI et al. (2015),
com modificacdes. Inicialmente, as amostras de soro foram submetidas a inativacdo do
complemento em banho-maria a 65°C por 30 min (SHIRAISHI & HIRAYAMA, 2015). Em
sequida, foi realizado uma SN qualitativa, onde as amostras de soro foram diluidas 1:4,
incubadas com 100 a 450 doses infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICCs) da cepa
CHV-1 Botucatu (2 h a 37°C), seguido da adicdo de suspensdo de células MDCK e incubacao
em estufa a 37°C com 5% de CO,. A leitura do teste foi realizada apds 72 h, quando os
cultivos foram observados para presenca de efeito citopatico (CPE). As amostras que nao
apresentaram CPE foram consideradas positivas para anticorpos. Amostras sabidamente
positivas e negativas para anticorpos foram utilizadas como controles. A seguir, as amostras
positivas foram submetidas ao teste de SN quantitativo, na qual diluicGes seriadas das
amostras de soro (1:4 a 1:256) foram incubadas com 100 a 450 DICCs, do CHV-1, seguido da
adicdo da suspensao celular e incubacdo por 72 h. A reciproca da maior diluicdo do soro que

inibiu a produgdo de CPE foi considerada o titulo de anticorpos neutralizantes da amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, as amostras de soro foram submetidas a inativacdo do complemento em
banho-maria a 56°C por 30 min, porém, como nos primeiros testes, a maioria das amostras
apresentou-se toxica aos cultivos celulares, optou-se por um processo adicional de inativacao
a 65 °C por 30 min (SHIRAISHI & HIRAYAMA, 2015). Com isso, a toxicidade das amostras
foi eliminada.

Os resultados dos testes de SN demonstraram a presenca de anticorpos neutralizantes

contra o CHV-1, em frequéncia e titulos variaveis nas amostras das diferentes origens (Tabela
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1). Os maiores indices de positividade foram observados nas amostras de cédes atendidos no
HVU/UFSM (79,5%), seguido pelos abrigo de Passo Fundo (72,4%) e Cachoeira do Sul
(68,3%), e dos caes domiciliados coletados durante a campanha de vacinagdo antirrabica de
Santa Maria (57,2%). Além disso, 41,8% das amostras coletadas de cdes em Porto Alegre
apresentavam anticorpos para o CHV-1. Os titulos de anticorpos inferiores a 4 foram
considerados negativos para anticorpos.

Cabe ressaltar que o presente estudo nédo teve por objetivo determinar a prevaléncia
da infeccdo, e sim, investigar a circulacdo do agente nas populacdes estudadas. Por isso, foi
utilizada uma amostragem de conveniéncia, testando-se amostras obtidas com diferentes
finalidades e em diferentes locais. Dentre o0s grupos/origens testados, as amostras obtidas no
HVU/UFSM e em um laboratorio clinico veterindrio de Porto Alegre eram de animais
domiciliados que foram encaminhados para atendimento clinico ou pré-cirargico. Portanto
ndo se pode estabelecer se esses animais possuiam sinais clinicos compativeis com 0s
desenvolvidos por cdes infectados pelo CHV-1, ou se eram animais higidos, submetidos a
testes soroldgicos/enziméticos previamente as cirurgias eletivas e/ou terapéuticas.

De qualquer forma, independente do estado clinico desses animais no momento da
coleta das amostras, a ocorréncia de anticorpos nesses grupos foi elevada (79,5% no
HVU/UFSM e 41,8% do laboratério de Porto Alegre). Os titulos de anticorpos foram
expressivos, uma vez que a maioria das amostras apresentou titulos superiores a 128. Esses
resultados demonstram que uma grande parcela desses animais ja teve contato com o CHV-1,
sendo que os titulos elevados sugerem exposic¢éo recente ao virus (RIJSEWIJK et al., 1999).

As amostras obtidas durante a campanha de vacinagédo antirrabica de Santa Maria em
2015 foram coletadas aleatoriamente de cdes de diferentes bairros da cidade. Todos o0s
animais amostrados tinham idade superior a 12 meses e ndo apresentavam sinais clinicos de

doencas infecciosas no momento da coleta. Assim, a presenca de anticorpos em 57,2% desses
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animais, indica uma circulacéo frequente do CHV-1 em animais domiciliados de Santa Maria.
Além disso, um grande nimero dos animais possuia titulos elevados de anticorpos (acima de
256), indicando também a circulacéo recente do virus nessa populacéo.

As amostras de Passo Fundo e Cachoeira do Sul eram provenientes de abrigos de
cdes. O percentual de cdes sorologicamente positivos para 0 CHV-1 nestes locais pode estar
relacionado a grande circulacdo e concentracdo de animais nestes locais, com frequente
introducdo de novos animais, bem como o estreito contato entre os cées, 0 que favorece a
disseminacédo de doencgas infecciosas (RONSSE et al., 2004; SANTOS, 2014). Considerando-
se que ndo existem vacinas contra 0 CHV-1 em uso no Brasil, a presenca de anticorpos revela
exposicdo prévia ao agente. Além disso, revela a condicdo de portador uma vez que 0S
animais infectados por herpesvirus tornam-se portadores da infeccdo latente (SHERDING,
2008; FRANCO et al., 2012).

A Figura 1 apresenta a ocorréncia e distribuicdo dos titulos de anticorpos
neutralizantes contra 0 CHV-1 de acordo com a origem das amostras. A prevaléncia de
anticorpos contra o CHV-1 na maioria dos locais estudados é similar aos resultados
apresentados em um trabalho realizado em Porto Alegre, em um canil com cdes em idade
reprodutiva, onde a prevaléncia de anticorpos, detectados pela técnica de SN foi de 69,2%
(CARGNELUTTI et al.,, 2015). No entanto, no caso descrito por CARGNELUTTI et al.
(2015), um grande numero de cées apresentou doenca clinica e o virus foi isolado dos tecidos
dos animais que morreram em decorréncia da infecg&o.

Vérios estudos sorologicos tém sido descritos em outros paises, onde foram
detectadas frequéncias variaveis de animais soropositivos para 0 CHV-1: 14,6% em cées da
Italia atendidos em clinicas/laboratérios (PRATELLI et al.,, 2014), 20,7% em cées
domiciliados e de canis no Iran (BABAEI et al., 2010) e 22% em canis de reproducgédo na

Africa do Sul (NOTHLING et al., 2008). Por outro lado, uma investigacdo soroldgica
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conduzida em cdes em um canil na Holanda (RIJSEWIJK et al., 1999), e outra em cées
domiciliados e de canis na Bélgica (RONSSE et al., 2002) indicaram percentuais de
positividade (42,1% na Holanda e 45,75% na Bélgica) similares aos obtidos nas amostras
provenientes de Porto Alegre e Cachoeira do Sul, embora ainda sejam inferiores a média de
soropositivos detectados no presente trabalho (66,4%).

Devido a dificuldade de diagndstico, ha pouco interesse e incentivos para a producao
de vacinas comerciais (POULET et al., 2001; GREENE, 2012). Diferentemente, em alguns
paises da Europa, onde existe a comercializacdo de vacinas, a imunizacdo em caes reduz a
excrecdo do virus, controla a disseminacdo para outros animais susceptiveis e em fémeas
reduz as perdas de filhotes. Por isso, a vacinagdo é a opcao preferencial para proteger contra a
doenca (POULET et al., 2001).

Como anteriormente descrito, a circulacdo do CHV-1 ja foi evidenciada no RS e em
outras partes do Brasil, porém, as poucas investigacdes descritas na literatura foram realizadas
em casos isolados, com deteccdo do agente durante a fase clinica da doenga ou pelos achados
de necropsia (OLIVEIRA et al, 2009; AVILA et al, 2011; SANTOS, 2014;
CARGNELUTTI et al., 2015). No entanto, a investigacdo soroldgica é a mais indicada para
verificar a distribuicio do CHV-1 nas populacdes de cdes, uma vez que, em animais
infectados, os anticorpos para 0 CHV-1 permanecem durante toda a vida do animal, similar as
demais infeccbes por herpesvirus (APPEL, 1987; SHERDING, 2008; FRANCO et al., 2012).
Assim, considerando que ndo ha vacinacdo para essa enfermidade no Brasil, a presenca de
anticorpos indica infeccdo pelo CHV-1 (SHERDING, 2008). Na realidade, a soropositividade
para CHV-1 indica ndo apenas a exposi¢do anterior ao virus como a condicdo de portador
latente (APPEL, 1987; RONSSE et al., 2004). Portanto, esses percentuais sorologicos
revelam a existéncia de um grande contingente de animais portadores (RONSSE et al., 2004;

DAHLBOM et al., 2009).
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A laténcia é uma caracteristica tipica dos herpesvirus, assim, uma vez infectado, o
animal permanece portador do virus na sua forma latente, possibilitando a transmisséo viral
entre 0s hospedeiros susceptiveis, durante os episodios de reativacdo da replicacdo viral
(FRANCO et al., 2012). A reativacédo da replicacdo viral muitas vezes ndo ¢ acompanhada de
sinais clinicos, dessa maneira, salienta-se a importancia de animais assintomaticos na
transmissdo do CHV-1 na populacdo canina e manutencdo do virus no ambiente

(LEDBETTER, 2013; GREENE, 2012).

CONCLUSAO

Os resultados dos testes soroldgicos indicam a ampla circulacdo do CHV-1 nas
populacdes de cdes domiciliados de Santa Maria e Porto Alegre, bem como em abrigos de
Passo Fundo e Cachoeira do Sul e pode indicar a necessidadeda adocdo de medidas

profilaticas, incluindo a vacinacéo.
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Tabela 1. Anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus canino tipo 1 em soro de

cdes de acordo com as diferentes localidades/origens.

Origem Total de amostras (n) Positivas (%) Titulos neutralizantes

Santa Maria (Campanha de

N 381 218 (57,2) 4 a>256
vacinacao)

Santa Maria (Hospital
Veterinario/UFSM) 332 264 (79,5) 422256
Porto Alegr,e _(Laboratorlo 43 18 (41.,8) 64 25256

Clinico)

Passo Fundo (Abrigo) 98 71 (72,4) 8a>256
Cachoeira do Sul (Abrigo) 60 41 (68,3) 32 a>256

Total 914 612 (66,9) 4a>256
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Figura 1: Distribuigdo dos titulos de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus canino tipo
1 em cées domiciliados de Santa Maria e Porto Alegre e em cdes de abrigos de Passo Fundo e

Cachoeira do Sul.
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3. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta dissertagcdo demonstraram a ocorréncia de anticorpos contra o
herpesvirus canino tipo 1 (CHV-1) em amostras de soro de caes domiciliados (de Santa Maria
e Porto Alegre) e de abrigos (de Passo Fundo e Cachoeira do Sul), indicando a ampla

circulacdo do CHV-1 nas localidades estudadas.
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