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Resumo

BECKER, Alice Silveira. Deteccdo molecular de Alphaherpesvirus felideo 1 e
Calicivirus felino em gatos domeésticos. 2019. 42p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Programa de Pés-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O Alphaherpesvirus felideo 1 (FeHV-1) e o Calicivirus felino (FCV) sdo os agentes
virais causadores da sindrome denominada de Complexo Respiratério Felino (CRF),
patologia frequente na populacdo de gatos domésticos, porém que carece de dados
sobre a sua ocorréncia no Brasil. Assim, o estudo objetivou identificar a ocorréncia de
FeHV-1 e FCV na regido sul do Brasil, em felinos domésticos com sinais clinicos
relacionados ao CRF. Swabs da mucosa ocular, nasal e oral/orofaringea foram
coletados de 49 gatos manifestando sinais clinicos. Destes, 82% (40/49) foram
positivos para FeHV-1 na rea¢cdo em cadeia da polimerase (PCR), e 41% (20/49) para
o FCV na RT-PCR (via transcri¢cdo reversa). Casos de coinfeccéo ocorreram em 31%
(15/49) dos animais. O principal sinal clinico associado ao FeHV-1 foi a secrecao
ocular, e ao FCV, o complexo gengivite-estomatite. O FeHV-1 foi detectado
principalmente em amostras de swabs oculares, e o FCV em amostras de swabs da
cavidade oral. No isolamento viral em cultivo celular foi observado efeito citopéatico
compativel com infeccdo por FeHV-1 e/ou FCV em 35% (17/49) das amostras. Estes
resultados demonstram a alta ocorréncia de FeHV-1 e FCV em gatos sintoméaticos no
sul do Brasil. Em resumo, o presente trabalho apresenta contribuicbes para a
epidemiologia do FeHV-1 e FCV.

Palavras-chave: complexo respiratério felino; CRF; FeHV-1; FCV.



Abstract

BECKER, Alice Silveira. Molecular detection of Felid alphaherpesvirus 1 and
Feline calicivirus in domestic cats. 2019. 42p. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Felid alphaherpesvirus 1 (FeHV-1) and Felid calicivirus (FCV) are viral agents involved
in Feline Respiratory Disease Complex (FRDC), frequent disease of the domestic cat
population, but with lack of data regarding its occurrence in Brazil. Thus, the study
aimed to identify the occurrence of FeHV-1 and FCV in southern Brazil, in domestic
cats with clinical signs related to FRDC. Sample swabs from ocular, nasal and
oral/oropharyngeal mucosa were collected from 49 cats showing clinical signs. Of
these, 82% (40/49) were positive for FeHV-1 in polymerase chain reaction (PCR) and
41% (20/49) for FCV in RT-PCR (reverse transcription PCR). Coinfection occurred in
31% (15/49) animals. The main clinical sign associated to FeHV-1 was the ocular
discharge, and to FCV the gingivitis-stomatits complex. FeHV-1 was detected mainly
in ocular swab samples, and FCV in oral swab samples. Virus isolation in cell culture
demonstrated cytopathic effect consistent with FeHV-1 and/or FCV in 35% (17/49)
animals. These results demonstrate a high occurrence of FeHV-1 and FCV in
symptomatic cats in southern Brazil. Briefly, the present study contributes to the
epidemiology of FeHV-1 and FCV in domestic cats.

Keywords: feline respiratory disease complex; FRDC; FeHV-1; FCV.
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1 Introducéo

O Alphaherpesvirus felideo 1 (Felid alphaherpesvirus 1, FeHV-1) e o Calicivirus
felino (Feline calicivirus, FCV) sdo os agentes virais mais comuns em enfermidades
do trato respiratério superior de felinos. Compdem a sindrome denominada de
Complexo Respiratério Felino (CRF), caracterizada por sinais clinicos de trato
respiratorio superior, como espirros, secrecao nasal e tosse, sinais oculares como
conjuntivite, secrecdo ocular e Ulceras de cérnea, e les6es orais como presenca de
vesiculas e Ulceras na lingua. O CRF também € associado a agentes bacterianos,
como Bordetella bronchiseptica e Chlamidophyla felis, que podem infectar os animais
de forma secundaria aos agentes virais, ou causar a enfermidade até mesmo de forma
priméria (COHN, 2011; SYKES, 2014).

O FeHV-1 possui a capacidade de estabelecer laténcia em seus hospedeiros,
tornando os animais infectados portadores deste virus. Periodos de imunossupressao
podem levar a reativacédo viral, e retorno dos sinais clinicos, predispondo os animais
a infeccao por agentes secundarios (THIRY et al., 2009). O FCV por sua vez, é capaz
de replicar em determinados tecidos por longos periodos, sem causar sinais clinicos,
tornando este animal uma potente fonte de infeccdo para outros animais suscetiveis.
Além disso, devido as caracteristicas genéticas, o FCV sofre frequentes mutacoes,
fator que dificulta a formulacéo de vacinas que previnam a infec¢éo frente a todas as
cepas circulantes (RADFORD et al., 2009; WILLI et al., 2016).

O FeHV-1 e FCV possuem distribuicdo mundial, afetando felinos domésticos e
selvagens. Possuem altas taxas de morbidade, principalmente em locais de alta
densidade populacional, como abrigos e gatis. As taxas de mortalidade tendem a ser
baixas, porém podem ser elevadas quando a enfermidade acomete animais recém-
nascidos ou filhotes (COHN, 2011; SYKES, 2014). No Brasil, existem relatos de
deteccdo de FeHV-1 e FCV em animais domeésticos e selvagens (FILONI et al., 2012;
RUTHNER BATISTA et al., 2012; FURTADO et al., 2017; LARA et al., 2017). Dados
de ocorréncia destes virus na populacdo de gatos domeésticos sao descritos no estado
do Rio de Janeiro (CASTRO et al., 2015; PEREIRA et al., 2018), e nas regides central,

metropolitana e sudeste do Rio Grande do Sul, provenientes de um estudo conduzido
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entre 2006 e 2009 (HENZEL et al., 2012a) e de um estudo sorolégico no mesmo
Estado (HENZEL et al., 2013). Assim, ainda s&o escassos 0S estudos sobre a
ocorréncia destes agentes no Sul do pais, principalmente na regido sul do Estado.

O diagnéstico de FeHV-1 e FCV baseia-se na deteccdo dos agentes de forma
direta, principalmente por isolamento em cultivo de células (ICC), e pela identificacdo
do material genético viral através de técnicas moleculares, como reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e reacdo em cadeia da polimerase via transcricéo reversa (RT-
PCR). Métodos soroldgicos também podem ser utilizados, contudo nédo diferenciarem
animais infectados naturalmente de animais vacinados (RADFORD et al., 2009;
THIRY et al., 2009). Na pratica, o diagndéstico € geralmente realizado somente pelos
sinais clinicos caracteristicos do CRF, sem a identificacdo dos agentes envolvidos
(COHN, 2011; SYKES, 2014), fator que influencia até mesmo na disponibilidade de
dados de ocorréncia em cada regiao.

O presente estudo descreve a ocorréncia de FeHV-1 e FCV em gatos
domésticos sintomaticos no municipio de Pelotas (Rio Grande do Sul, Brasil). Assim,
a dissertacdo € composta pelo estudo sob a forma de artigo cientifico:

- High occurrence of Felid alphaherpesvirus 1 and Feline calicivirus in domestic

cats from southern Brazil.



2 Revisado de Literatura

2.1 Etiologia

O Alphaherpesvirus felideo 1 (Felid alphaherpesvirus 1, FeHV-1) pertence a
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV,
2018). Possui genoma DNA de fita dupla com cerca de 135 kpb (kilo pares de bases)
(GASKELL et al., 2007; SHELDON TAI et al., 2010), envolvido por um capsideo
icosaédrico e mais externamente, por uma camada proteica amorfa denominada de
tegumento. As particulas virais possuem um envelope lipoproteico, e diametro de 178
nm (nanémetros) (MCGEOCH et al., 2006) (Figura 1). A enfermidade causada pelo
FeHV-1 é denominada de Rinotraqueite Viral Felina, e quando associada ao FCV é
comumente descrita como Complexo Respiratério Felino (CRF) (THIRY et al., 2009).

Devido a sua capacidade altamente contagiosa, o0 nome atribuido a familia
remete a palavra grega ‘herpein”, que significa “rastejar”. De maneira geral, os
herpesvirus sdo caracterizados por permanecer em laténcia em seus hospedeiros,
apos a infeccéo inicial, tornando os animais portadores por toda a vida. A laténcia do
FeHV-1 ocorre em neurbnios do ganglio trigémio, e em determinados periodos de

estresse ou imunossupressao, o virus retorna ao seu sitio priméario de replicacao,

causando o reaparecimento dos sinais clinicos e excrecao viral (STILES, 2003).

Envelope proteins

Quter Tequment

Nucleocapsid
Inner Tegument

Portal vertex

Figura 1. Representacdo estrutural dos virus da familia Herpesviridae. Fonte: © ViralZone

(https://viralzone.expasy.org/).



14

O Calicivirus felino (Feline calicivirus, FCV) pertence a familia Caliciviridae e
género Vesivirus (ICTV, 2018). Sao virions pequenos, que possuem um capsideo
icosaédrico com cerca de 35 a 40 nm, e sdo desprovidos de envelope (Figura 2). O
nome dado a esta familia provém do latim “calix”, devido & morfologia externa do virus,
caracterizada por depressdes similares a estrutura de um calice (THIEL & KONIG,
1999; BHELLA et al., 2008).

Capsid VP1

Figura 2. Representagdo estrutural dos virus da familia Caliciviridae. Fonte: © ViralZone

(https://viralzone.expasy.org/).

O FCV possui genoma RNA de fita simples de polaridade positiva, com 7,7 kbp,
dividida em trés fases abertas de leitura (Open Reading Frame, ORF). A ORF1 é
responsavel por codificar proteinas nao-estruturais, a ORF2 codifica a principal
proteina do capsideo (Viral Protein 1, VP1), e a ORF3 codifica uma proteina menor
do capsideo (VP2) (RADFORD et al., 2007; PESAVENTO et al., 2008). Assim como
outros virus de genoma RNA, o FCV sofre mutacdes frequentes, devido a auséncia
da capacidade de correcdo de erros da RNA polimerase. Ademais, recombinacdes
entre diferentes cepas podem ocorrer durante a infec¢cao e replicagdo em um mesmo
hospedeiro, fator que contribui para a alta variabilidade genética identificada neste
virus (PESAVENTO et al., 2008).

A ORF2 do FCV é subdividida em seis regides distintas, identificadas de A a F
(Figura 3). Enquanto algumas sao mais conservadas, como as regides A, B, D e F, as
regides C e E sdo bastante variaveis entre diferentes isolados. A regido E possui uma
regido conservada (conE) que separa as duas regides hipervariaveis (5 e 3
hipervariable region, HVR), e onde se localizam as regibes imunodominantes que

servem de alvo para anticorpos neutralizantes (RADFORD et al., 2003).
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Figura 3. Representacdo da organizacdo genémica do FCV. Adaptado de Henzel et al. (2012b).

2.2 Epidemiologia

O FeHV-1 e FCV apresentam distribuicdo mundial, e séo causa frequente de
enfermidade respiratéria na populacdo de felinos domésticos. A morbidade esta
diretamente relacionada ao numero de animais presentes em um mesmo ambiente,
sendo mais frequente em locais de alta densidade populacional, como gatis, abrigos
e colbnias de gatos (COHN, 2011). As taxas de mortalidade geralmente sao baixas,
entretanto, o0 acometimento de animais recém-nascidos e filhotes, assim como surtos
de Calicivirose Sistémica, contribuem para o aumento destes niumeros (HURLEY et
al., 2004; SYKES et al., 2014).

No Brasil, dados de deteccao sorolédgica e isolamento viral do FeHV-1 e FCV
em animais domeésticos sdo descritos no Rio Grande do Sul (JOHANN et al., 2009;
HENZEL et al., 2012a; HENZEL et al., 2013) e no Rio de Janeiro (CASTRO et al.,
2015; PEREIRA et al., 2018). Além disso, estudos em animais selvagens detectaram
os virus tanto por métodos soroldgicos, como moleculares (FILONI et al., 2006;
FILONI et al., 2012; RUTHNER BATISTA et al., 2015; FURTADO et al., 2017; LARA
et al., 2017).

A transmissdo ocorre através do contato direto entre animais infectados e
suscetiveis, com eliminacédo viral em secre¢fes oculares, orais e nasais (RADFORD
et al., 2009; THIRY et al., 2009). Com relacdo a contaminacdo ambiental, o FeHV-1
possui menor resisténcia quando comparado ao FCV, pois mesmo em condi¢cfes
ideais de umidade, persiste por cerca de 18 horas no ambiente (FRANCO et al., 2017).
Devido a presenca do envelope em sua estrutura externa, € facilmente degradado

com detergentes comuns. Entretanto, a capacidade de laténcia dos herpesvirus torna
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o animal infectado um portador permanente, sendo uma fonte de transmiss&o quando
ocorre reativacao e re-excrecao viral (THIRY et al., 2009).

A contaminacdo ambiental e infeccdo via fémites € mais preocupante em
relacdo ao FCV, devido a sua maior resisténcia a desinfetantes comuns, podendo
permanecer no ambiente por até trinta dias. Além disso, a existéncia de animais
carreadores assintomaticos, que tém replicacdo ativa do virus em tecidos
orofaringeos, sem causar sinais clinicos, torna mais dificultoso o seu controle. Estes
animais podem manter a replicacao viral ativa por periodos que variam de meses até
anos (RADFORD et al., 2009).

2.3 Ciclo replicativo e patogenia

O FeHV-1 replica inicialmente em epitélios da mucosa conjuntival, corneal,
nasal e orofaringea. O ciclo replicativo se d& pela transcricdo e expressao de trés
genes: alfa (ou de transcricdo imediata), beta (ou iniciais) e gama (tardios). Os genes
alfa sdo transcritos e traduzidos assim que o genoma viral penetra no nucleo da célula,
originando as proteinas essenciais para que 0s genes beta sejam transcritos e
traduzidos. Apds a expressao dos genes beta, inicia-se a replicacdo do genoma e
simultanea expressdo dos genes gama, que dardo origem as proteinas estruturais,
necessarias para a montagem das novas particulas virais (FRANCO et al., 2017).

Para que o ciclo replicativo dos herpesvirus se complete e progénie viral seja
produzida, sempre ocorrera a lise celular, pois os mecanismos envolvidos neste
processo ndo sdao compativeis com a sobrevivéncia da célula hospedeira. Dessa
forma, a replicacao inicial causa inflamacéao e necrose tecidual (FRANCO et al., 2017).
Em geral ndo ocorre viremia, pois a replicacao deste agente se restringe a tecidos de
baixas temperaturas. Entretanto, em neonatos ou animais hipotérmicos, esta viremia
pode ocorrer. Os sinais clinicos surgem cerca de trés a cinco dias apés a infecgao
inicial, e a enfermidade tem curso de duas a trés semanas (SYKES, 2014).

Posteriormente a replicagdo inicial e manifestacao clinica, denominada de ciclo
litico, inicia-se a fase conhecida como ciclo latente. O virus invade os axonios de
neurdnios sensoriais regionais e migra até o ganglio neuronal, no caso do FeHV-1, o
ganglio trigémio. No corpo neuronal, o genoma do virus permanece na forma
epissomal e mantém-se em laténcia, ou seja, sem ocorrer replicacdo e producéo de

progénie viral, por periodos indeterminados. Dessa forma, sinais clinicos associados
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a replicacao viral também néo irdo ocorrer (STILES, 2003; MAGGS, 2005; FRANCO
et al., 2017).

O mecanismo associado a laténcia dos herpesvirus ainda é alvo de constantes
estudos. Neste ciclo, caracterizado pela auséncia de replicacéo ou expressao génica,
ocorre a inibicdo dos genes alfa, os primeiros genes a serem transcritos e traduzidos
durante o ciclo litico. Entretanto, um Unico transcrito foi identificado, denominado de
transcrito associado a laténcia (latency associated transcript, LAT), e que parece ter
funcao direta na inibicdo da replicacdo. Em ciclos liticos, onde ocorre a replicacéo e
producdo de progénie viral, o LAT tem sua transcricdo reduzida (FRANCO et al.,
2017). Sugere-se ainda que células da cérnea também possam ser um sitio de
laténcia do FeHV-1 em alguns animais, visto que ja foi detectado nesta regido em
animais clinicamente saudaveis (STILES & POGRANICHNIY, 2008; STILES, 2014).

Uma vez infectado pelo FeHV-1, o animal torna-se portador do virus por toda a
sua vida. Em momentos de estresse ou durante o uso de corticosteroides, fatores que
levam a imunossupressao, pode ocorrer reativacao viral. O virus retorna ao seu sitio
primario de replicacdo, o que geralmente € acompanhado do reaparecimento dos
sinais clinicos e excrecao viral (GASKELL et al., 2007).

A replicacdo do FCV, por sua vez, se da apos a infeccao inicial, principalmente
em tecidos epiteliais da orofaringe, com a formacao de vesiculas e Ulceras no epitélio
da cavidade oral, além de necrose e infiltracdo neutrofilica (RADFORD et al., 2007;
NEILL & BAUERMANN, 2017). Apés a penetracdo na célula hospedeira, a ORF1 é
imediatamente traduzida, dando origem a uma poliproteina precursora que € clivada
em proteinas envolvidas no processo replicativo. As ORF2 e ORF3 séo traduzidas a
partir de mRNAs (RNAs mensageiros) subgendémicos, originando as proteinas do
capsideo, VP1 e VP2 (PESAVENTO et al., 2008; NEILL & BAUERMANN, 2017).
Diferentes cepas podem ser identificadas simultaneamente em um animal, devido a
mutacdes que ocorrem durante o processo replicativo do virus, caracteristica comum
aos virus que possuem genoma RNA, tanto por mutacdes, quanto por recombinacdes
entre cepas (SYKES, 2014).

Uma viremia transitOria ocorre por cerca de trés a quatro dias apos a infecgcao
inicial, seguida da manifestacdo da enfermidade aguda e consequente aparecimento
dos sinais clinicos. A doenca possui um curso de duas a trés semanas, e 0s animais
acometidos geralmente tém uma recuperacdo completa da doenca, com total

eliminacdo do agente em um periodo de 30 dias (RADFORD et al., 2009). Ha ainda
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cepas que podem apresentar maior tropismo pelo epitélio pulmonar, causando
enfermidade em trato respiratério inferior, caracterizada por uma pneumonia
exsudativa que progride para uma pneumonia intersticial proliferativa, muitas vezes
fatal em filhotes (RADFORD et al., 2007); e cepas que afetam articulagdes, causando
quadros de sinovite aguda (PESAVENTO et al., 2008).

2.4 Sinais Clinicos

Alguns sinais clinicos podem ser causados tanto pelo FeHV-1 como pelo FCV,
e por este motivo, a enfermidade é frequentemente citada como CRF (THIRY et al.,
2009; RADFORD et al., 2009). Contudo, existem alguns sinais clinicos que podem ser
associados preferencialmente a um agente.

Sinais respiratérios causados pelo FeHV-1 geralmente se restringem ao trato
respiratério superior, como espirros e secrecdo nasal, € em casos mais graves,
dispneia e tosse. Lesdes teciduais podem ocorrer principalmente em animais jovens,
gerando uma rinossinusite crénica. Em determinados casos, o0 trato respiratorio
inferior também pode ser acometido, com o FeHV-1 atingindo o epitélio pulmonar e
causando quadros de pneumonia (STILES, 2003; RODRIGUEZ et al., 2017). Lesdes
oculares de cornea e conjuntiva sdo comumente causadas pelo FeHV-1. Este virus
pode causar Ulceras dendriticas de cornea (sinal patognomdnico), além de outros
sinais, como conjuntivite acompanhada de secrecao ocular, hiperemia, quemose e até
mesmo a unido entre conjuntivas, denominada simbléfaro, quando a infec¢ao ocorre
em animais jovens. Quando recrudescéncias ocorrem de forma frequente, as lesbes
de coérnea causadas pelo agente podem se tornar crbnicas, gerando o quadro
denominado de ceratite estromal cronica. Esta manifestacdo esta relacionada a
respostas imunoldgicas ineficazes frente ao FeHV-1, causando a fibrose do tecido.
Além disso, outras manifestacdes oculares como sequestro corneal, ceratite
eosinofilica e ceratoconjutivite seca sdo associadas ao FeHV-1 (ANDREW, 2001;
GOULD, 2011). Embora raros, quadros de dermatite ulcerativa podem ocorrer,
cursando com necrose de epiderme e derme, além de inflamagédo facial,
principalmente em plano nasal (HARGIS & GINN, 1999; PORCELLATO et al., 2018).

Diversas manifesta¢fes clinicas podem ser causadas ou associadas ao FCV.
Dentre as injurias em cavidade oral, a glossite ulcerativa € destacada como um sinal

caracteristico. Geralmente inicia com vesiculas, principalmente nas margens e
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extensdo da lingua, que coalescem e, posteriormente, se rompem (RADFORD et al.,
2007). Quadros de complexo gengivite-estomatite cronica (CGE), caracterizados por
periodontite intensa devido ao envolvimento de respostas imunomediadas sao
comumente associados ao FCV (LYON, 2005; DOWERS et al., 2010; THOMAS et al.,
2017; NAKANISHI et al., 2018).

Cepas mais virulentas de FCV podem apresentar tropismo pelo epitélio
pulmonar, atingindo o trato respiratorio inferior e causando quadros de
broncopneumonia (PESAVENTO et al., 2008). Estudos mais recentes identificaram
macréfagos alveolares como as principais células-alvo do virus neste 06rgéo
(RODRIGUEZ et al., 2014). Apesar de escasso, ha ainda a descricdo de cepas
capazes de causar lesbes articulares como sinovite aguda, manifestada nos animais
através de claudicacdo (PESAVENTO et al., 2008).

Nos ultimos anos, diversos relatos vém associando o FCV com manifestacbes
clinicas mais graves do que as descritas anteriormente. Estas cepas mais virulentas,
denominadas de VS-FCV causam sinais clinicos sistémicos e agressivos, como
edema generalizado, ictericia, Ulceras generalizadas de pele, pneumonia, distlrbios
coagulatérios e, frequentemente, levam a morte tanto animais jovens como adultos e
vacinados. Até 0 momento, nenhuma caracteristica genética comum foi observada
nas cepas envolvidas nestas manifestagdes fatais (PEDERSEN et al., 2000; HURLEY
et al., 2004; DESCHAMPS et al., 2015; CARINGELLA et al., 2019).

2.5 Diagnostico

O diagnodstico de CRF é comumente realizado com base apenas nos sinais
clinicos. Entretanto, como alguns destes sinais se confundem entre os agentes, a
confirmagdo por testes laboratoriais € extremamente importante. Além disso, a
identificacdo dos patogenos envolvidos, principalmente em locais de alta densidade
populacional, permite a implementacdo de medidas de prevencao direcionada aos
agentes causadores (COHN, 2011).

Tanto o FeHV-1, como o FCV produzem efeito citopatico (ECP) em cultivos
celulares, sendo uma alternativa para o diagnoéstico. O FeHV-1 produz ECP
caracteristico da familia Herpesviridae, como arredondamento celular,
desprendimento do tapete e formacdo de aglomerados que remetem a “cachos de

uva’. O FCV se dissemina rapidamente em cultivo, gerando ECP semelhante ao
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FeHV-1, como arredondamento celular e desprendimento do tapete. Como
coinfeccbes séo frequentes e o ECP pode ser indistinguivel entre os agentes em
células da linhagem CRFK (Crandell Reese feline kidney), sendo necessarias técnicas
adicionais de identificacdo viral. O ICC (isolamento em cultivo celular), apesar de ser
uma técnica padrdo-ouro de diagnéstico, necessita de particulas virais integras e
viaveis para que o ECP possa ser visualizado (SOSNOVTSEV et al., 2003; RADFORD
et al., 2009; FRANCO et al., 2017).

Técnicas moleculares como a PCR e RT-PCR estdo sendo cada vez mais
utilizadas, pela sua alta sensibilidade e especificidade. E importante que regides
conservadas do genoma dos virus sejam escolhidas como alvo dos oligonucleotideos
iniciadores (primers), permitindo que mesmo virus com alta taxa de mutagcdo, como o
FCV, tenham maior chance de serem detectados (RADFORD et al., 2009; THIRY et
al., 2009). Para aumentar a sensibilidade na deteccdo dos agentes, ambas as
técnicas, PCR ou RT-PCR e ICC podem ser associadas (MELI et al., 2018). Ainda, a
utilizacdo de técnicas como nested-PCR ou PCR em tempo real (real time PCR ou
gPCR), tem vantagem pela sensibilidade superior em relacdo ao PCR convencional,
além da possibilidade de quantificagdo viral pela gPCR (BRUM & WEIBLEN, 2017).

Como amostras, swabs de mucosa orofaringea ou oral, nasal e conjuntival
podem ser utilizadas para o diagndéstico. As amostras devem ser mantidas em meio
de transporte viral e refrigeradas durante o envio ao laboratorio. Devem
preferencialmente, ser processadas imediatamente, a fim de evitar a degradacéo do
material genético e obtencdo de resultados falso-negativos (MELI et al., 2018). A
coleta e processamento de amostra de diferentes mucosas de um mesmo animal pode
aumentar as chances de deteccdo dos agentes, visto que muitas vezes estédo
presentes em somente uma das mucosas nos animais acometidos, e nem sempre sao
relacionadas a regido onde se observam os sinais clinicos (SCHULZ et al., 2015).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e a virus-neutralizacéo (VN) séo
descritos como alternativas de diagnostico sorolégico. Contudo, ndo permitem a
diferenciacao entre animais infectados naturalmente e vacinados. Animais portadores
seréo positivos em tais técnicas, nao tendo valor confirmatorio da enfermidade nestes
casos (RADFORD et al., 2009; THIRY et al., 2009). Aléem disso, a imunofluorescéncia
(IFA) também é descrita como método de diagndstico para amostras de tecido
(RADFORD et al., 2009; GOULD, 2011).
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2.6 Profilaxia e Controle

A vacinacao contra o FeHV-1 e o FCV, juntamente com o Protoparvovirus dos
carnivoros 1 (Carnivore protoparvovirus 1, CPPV-1), anteriormente denominado de
Virus da panleucopenia felina (Feline panleukopenia virus, FPLV), € considerada
essencial para todos os felinos domésticos (DAY et al., 2016). Contudo, as vacinas
disponiveis ndo previnem a infeccdo e desenvolvimento do estado do carreador
assintomatico pelo FCV, e nem mesmo protecdo contra todas as cepas existentes,
pela alta variabilidade genética (RADFORD et al., 2009). As cepas vacinais de FCV
também nado sdo capazes de prevenir a enfermidade sistémica, causada por cepas
mais virulentas (SCHORR-EVANS et al., 2003). A infeccao natural ou vacinacao frente
ao FeHV-1, da mesma forma, ndo induz uma resposta imune capaz de prevenir a
infeccéo e estabelecimento da condicdo de portador, o que possibilita reativacao viral
em periodos de estresse (THIRY et al., 2009), o que pode comprometer a transmisséo
dos agentes a animais suscetiveis (DAY et al., 2016). Ainda assim, as vacinas séo
eficazes em reduzir sinais clinicos associados aos agentes e auxiliam na reducéo da
excregéo viral (COHN, 2011).

Vacinas vivas-modificadas e vacinas inativadas sdo disponiveis
comercialmente. Produtos de aplicacdo intranasal com virus vivo-modificado,
comercializados no exterior, ttm vantagem pela inducdo mais rapida de resposta
imunoldgica, entretanto podem causar sinais clinicos em alguns animais ap0s sua
utilizagdo (COHN, 2011). Enquanto a vacinagéo frente ao FCV induz basicamente
resposta imune humoral, a vacinacao frente ao FeHV-1 é capaz de induzir tanto
imunidade celular quanto humoral (RADFORD et al., 2009; THIRY et al., 2009).

Em abrigos e locais onde h& maior circulacdo de felinos, recomenda-se a
guarentena e vacinacao de qualquer animal novo introduzido no local. Gatis de criagcéo
devem manter um protocolo de vacinacdo de fémeas antes do periodo de
acasalamento, visto que a imunizagdo com vacinas vivas-modificadas durante a
gestacdo ndo é recomendada, mas objetiva-se evitar a infeccdo de ninhadas nos
primeiros meses de vida através de imunidade passiva (RADFORD et al., 2009;
THIRY et al.,, 2009). Além disso, medidas de desinfeccdo ambiental devem ser
tomadas com especial atencdo ao FCV, pela maior resisténcia ambiental que este
agente possui. Desinfetantes como hipoclorito de sodio a 5% diluido nas proporc¢des
1:32, séo considerados eficazes (RADFORD et al., 2009).
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Felid alphaherpesvirus 1 (FeHV-1) and feline calicivirus (FCV) affect cats worldwide. The aim of this study was to
evaluate the frequency of occurrence of FeHV-1 and FCV in cats with clinical signs of respiratory, oral and/or
ocular disease. Samples were collected from cats cared for in veterinary ambulatory and clinics and submitted to
molecular detection and viral isolation. Of the 49 cats evaluated, 45 (92%) were positive for at least one of the
viruses; 82% (40/49) were positive for FeHV-1 and 41% (20/49) for FCV. Of these, 31% (15/49) were coinfection
cases. For FeHV-1, 45% (18/40) of the cats tested were positive from the collection of eye swab, and the same
percentage (9/20) was obtained for the FCV by the oral swab. FeHV-1 and/or FCV were isolated in 35% (17/49)
of the samples. The main clinical sign observed was ocular secretion in 71% (35/49) of cats, characterized as mild
serous, purulent or serosanguineous, and in some cases associated with ocular injury and marked chemosis. Our
findings demonstrate the high occurrence of FeHV-1 and FCV in domestic cats in southern Brazil and indicate that
measures should be implemented to improve the diagnostic, prevention and management against of these
important diseases.

INDEX TERMS: Cat, Feline Respiratory Disease Complex, FRDC, FCV, FeHV-1.

RESUMO.- [Alta ocorréncia de alphaherpesvirus felideo e calicivirus felino em gatos domésticos no sul do
Brasil] Felid alphaherpesvirus 1 (FeHV-1) e Calicivirus felino (FCV) afetam gatos mundialmente. O objetivo deste
estudo foi identificar a frequéncia de ocorréncia de FeHV-1 e FCV em gatos com sinais clinicos de doenca
respiratoria, oral e/ou ocular. Amostras foram coletadas de gatos atendidos em ambulatério e clinicas veterinarias
e submetidas a deteccdo molecular e isolamento viral. Dos 49 gatos avaliados, 45 (92%) foram positivos para ao
menos um dos virus; 82% (40/49) foram positivos para o FeHV-1 e 41% (20/49) para o FCV. Destes, 31% (15/49)
foram casos de coinfeccdo. Para o FeHV-1, 45% (18/40) dos gatos foram positivos na coleta do swab ocular, e o
mesmo percentual (9/20) foi obtido para o FCV a partir do swab oral. FeHV-1 e/ou FCV foram isolados em 35%
(17/49) das amostras. O principal sinal clinico observado foi secrecdo ocular em 71% (35/49) dos gatos,
caracterizada como serosa, purulenta ou serossanguinolenta e, em alguns casos, associada a lesdo e quemose.
Nossos resultados demonstram a alta ocorréncia de FeHV-1 e FCV em gatos domésticos na regido sul do Brasil e
indicam que devem ser implementadas medidas para melhorar o diagnostico, a prevengao e o manejo contra essas
importantes doengas.

TERMOS DE INDEXACAO: Gato, Complexo Respiratorio Felino, CRF, FCV, FeHV-1.
INTRODUCTION

Felid alphaherpesvirus 1 (FeHV-1) and feline calicivirus (FCV) are a frequent cause of diseases in the
domestic feline population. Transmission occurs through nasal, ocular and oral discharges, by direct contact
between cats, or even by fomites (Cohn 2011). Both agents are distribuited worldwide, with higher prevalence in
settings where large numbers of cats coexist, including animal shelters and colonies (Radford et al. 2009, Thiry et
al. 2009). FeHV-1 is a double-stranded DNA virus that belongs to the family Herpesviridae (Gaskell et al. 2007, ICTV
2018). Like other agents of the family, the significant characteristic of the virus is the establishment of latent
infection, in this case occurring in the trigeminal ganglia (Gaskell et al. 2007). FeHV-1 causes clinical signs like
nasal and ocular discharge, conjunctivitis and keratitis, with dendritic corneal ulcers as its pathognomonic clinical
sign. Other clinical signs like pneumonia, facial dermatitis, stomatitis and meningoencephalitis are also described
(Hora etal. 2013, McGregor et al. 2016, Rodriguez et al. 2016, Argenta et al. 2017, Porcelatto et al. 2018).

FCV is a single-stranded positive sense RNA virus, belonging to the family Caliciviridae (ICTV 2018). It is
anon-enveloped agent, being highly resistant in the environment (Meyers et al. 1991, Radford et al. 2007, Radford
et al. 2009). Some cats remain asymptomatic carriers after acute infection of FCV, being a source of infection for
other susceptible cats (Gaskell et al. 2007). FCV is associated with different clinical patterns, including respiratory
symptoms, oral ulcerations, and gingivitis/stomatitis (Afonso et al. 2017, Nakanishi et al. 2018).
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Knowledge of the major viruses circulating in a region is fundamental to establish of prevention and
control measures. Thus, the present study aimed at identifying the frequency of occurrence of FeHV-1 and FCV in
cats from southern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Animals and samples. Samples were collected during January to June of 2019 from 49 cats from
veterinary clinics and an ambulatory associated to the Federal University of Pelotas (UFPEL) in the city of Pelotas
(Latitude: 312 46' 19" S Longitude: 522 20" 33" W), located in southern Rio Grande do Sul (Brazil). Information
regarding sex, age and clinical manifestations were obtained from each animal. The experiments were approved
by the Institutional Committee on Animal Welfare and Ethics (UFPEL - approval number 57742-2018).

The samples consisted of conjunctival, nasal and oral/oropharyngeal swabs collected from cats with
clinical signs like conjunctivitis, ocular and nasal discharges, sneezing, coughing, oral ulcers and gingivitis-
stomatitis complex (CGS). The swabs were immersed in 0.5 mL of minimum essential medium (MEM) and
immediately processed or stored in RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen™, EUA) and maintained at -
70°C until use. 0.2 mL was used for viral isolation in cell culture and 0.15 mL for extraction of nucleic acids (DNA
or RNA).

Cell culture and virus isolation. The feline kidney cell line CRFK (Crandell-Reese feline kidney) was used
for isolation and amplification of the viruses. Cells were routinely maintained in MEM supplemented with 10%
fetal bovine serum, containing antibiotics and antifungal (penicillin 200.000 UI/L, streptomycin 200 mg/L,
enrofloxacin 5 mg/L and amphotericin B 2.5 mg/L). The swabs were subjected to vortex and the content was then
transferred to tubes and centrifuged at 3.000 x g for 3 minutes. The supernatants were inoculated onto CRFK cell
monolayers grown in 24-well plates and were submitted to three passages of five days each, while the cells were
monitored for cytopathic effect. The strains B927 FeHV-1 and SV1425/93 FCV were used as positive controls
(provided from Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor - IPVDF, Porto Alegre/RS and Setor de
Virologia da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria/RS) and cells with only MEM were used as negative
control.

Nucleic acid extraction and PCR. DNA extractions were performed using ReliaPrep™ Viral Total Nucleic
Acid Extraction (Promega, Wisconsin, EUA), according to the manufacturer’s instructions. DNA was submitted to
PCR assay for the thymidine kinase enzyme (TK) gene, using the primers Herp_F: 5’-GACGTGGTGAATTATCAGC-3’
and Herp_R: 5’-CAACTAGATTTCCACCAGGA-3’ (Sykes et al. 1997). The conditions were: 94°C for 5 minutes, 40
cycles of 94, 56 and 72°C for 45, 30 and 45 seconds, respectively, and 72°C for 7 minutes.

RNA extraction was performed using TRIzol® Reagent, according to the manufacturer’s instructions. After
RNA extraction, complementary DNA (cDNA) was synthesized using iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad). Briefly,
total RNA (~500 ng) was mixed with 5x Reaction Mix and 1U Reverse Transcriptase. The samples were incubated
for 5 minutes at 25°C, followed by incubation at 46°C for 20 minutes and 95°C for 1 minute. The synthesized cDNAs
were submitted to Nested PCR assay for A-B conserved region of ORF2 (capsid protein gene), using the primers
Calil: 5’- AACCTGCGCTAACGTGCTTA-3’, Cali2: 5’- CAGTGACAATACACCCAGAAG -3’, and at second round, Cali3: 5’-
TGGTGATGATGAATGGGCATC -3’ and Cali4: 5- ACACCAGAGCCAGAGATAGA-3’ (Marsilio et al. 2005). The
conditions were: 94°C for 3 minutes, 35 cycles of 94, 50 and 72°C for 1 minute, 45 seconds and 1 minute,
respectively, and 72°C for 7 minutes.

The PCR reaction was performed in a 25 pL volume, using 100-200 ng of DNA or cDNA template, 1x
GoTaq® Colorless Master Mix (Fitchburg, Wisconsin, EUA) and 0.4 uM of each primer. RNA extracted from the
CRFK was used as negative control and strains B927 and SV1425/93 were used as control of FeHV-1 and FCV,
respectively. PCR products of FeHV-1 and RT-PCR of FCV were resolved in a 1.5% agarose gel stained (Blue Green
Loading Dye I, LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, BR) and visualized under ultraviolet (UV) light after electrophoresis
(100 V, 40 minutes).

Sequencing analysis. PCR products were purified using PureLink® Quick Gel Extraction and PCR
Purification Combo Kit (Life Technologies, CA, USA). Positive samples were sequenced in duplicate using the
BigDye kit. Results were analyzed by the Staden program (Staden 1996) to obtain a consensus sequence, and the
alignment of sequences with those from GenBank and identity matrix was performed using the BioEdit Sequence
Alignment Editor Software suite 7.0.5.3. The translation of a nucleotide sequence to a protein sequence was
performed using the ExPASy Bioinformatics (https://web.expasy.org/translate/).

RESULTS AND DISCUSSION

Samples of eye, oral/oropharyngeal and nasal swabs were obtained from 49 symptomatic cats located in the South
of Brazil, during the period of January to June of 2019. According to age, 20 animals were classified as kittens (<1
year), nine as young (1-2 years), 15 as adults (3-7 years) and five as elders (= 8 years), and consisted of 32 males
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and 17 females. Regarding vaccination status, only 4% (2/49) were vaccinated, 71% (35/49) were not vaccinated
and 24% (12/49) had unknown vaccination status. Besides, 67% (33/49) of the animals had outdoor access.

All samples collected were evaluated by PCR for FeHV-1 and nested RT-PCR for FCV. FeHV-1 amplified
product in PCR resulted in a fragment of 287bp. FCV amplified product in Nested RT-PCR resulted in a 924bp
fragment in first round, and a 467bp fragment in the second round. Of the 49 cats, 45 (92%) were positive for at
least one of the viruses. Among the positive animals, were 100% (20/20) of the kittens, 100% (9/9) of the young
ones, 73.3% (11/15) of the adults and 100% (5/5) of the elders. Besides, 88.5% (31/35) of the not vaccinated
group were positive, 100% (2/2) of the cats with no historical of previous vaccination and 100% (12/12) of the
cats with unknown vaccination status. Among the animals without outdoor access, 75% (3/4) were positive, along
with 100% (33/33) of the cats with outdoor access and 75% (9/12) of the animals where this information was
not available.

For FeHV-1, 82% (40/49) were positive, and for FCV, 41% (20/49) of positivity was obtained. Thirty one
percent (15/49) were cases of coinfection. These results demonstrate a high occurrence of these viruses in the
studied population, especially regarding FeHV-1. Besides, these data are higher than what is described in Germany
(Schulz et al. 2015), Spain (Fernandez et al. 2017), and Australia (Nguyen et al. 2018), where molecular detection
studies involving symptomatic animals were also conducted, showing wide variations in the detection of these
agents according to different geographic regions. The rate of occurrence detected in our study indicates the high
circulation of these viruses in this region, which could be explained by the outdoor lifestyle and the unvaccinated
status of the majority of the animals. Vaccines for FeHV-1 and FCV are essential for all cats (Day et al. 2016) and
considered effective in reducing clinical signs and viral excretion, although they are not capable to completely
avoid infection and transmission of the agents (Radford et al., 2009; Thiry et al. 2009). In addition, protection by
vaccination against FCV may be affected by the high variability of existing strains (Radford et al. 2009). Thus, even
vaccinated animals can be infected and act as carriers, spreading these agents.

In Southern Brazil, previous serological studies detected FCV and FeHV-1 in the feline population, both in
vaccinated and non-vaccinated animals (Johann et al. 2009, Henzel et al. 2013). During the years from 2006 to
2009, a study was conducted to identify feline calicivirus and feline herpesvirus in southern Brazil, evaluating both
symptomatic and asymptomatic cats, which makes it difficult to compare their results to the ones found in the
present study. This same study found 38.2% (21/55) of positivity for FeHV-1 and 52.7% (29/55) for FCV, with co-
infection in 9.1% (5/55) (Henzel et al. 2012).

Our data show a higher occurrence of FeHV-1 compared to FCV. This result can be partly explained by
FeHV-1 pathogenesis. FeHV-1 remains latent in infected animals, and eventually, mainly in cases of
immunosuppression or stressful conditions, returns to the lytic cycle and is reexcreted in the primary sites of
infection. Possibly, the FeHV-1 detected in these cats was the cause of acute clinical signs due primary infection,
but also, especially in adult cats, FeHV-1 developed the disease at the time of viral reactivation. The disease as a
consequence of virus recrudescence may be consequence of immunosuppression caused by other factors or
diseases that were not investigated. FCV, on the other hand, can be detected in healthy animals due to the carrier
state that occurs in some animals. In these cases, the virus remains replicating and being eliminated through
secretions, although no apparent symptomatology is identified (Radford et al. 2009; Franco et al. 2017). Anyway,
the data clearly show high circulation and occurrence of FeHV-1 and FCV in the studied population.

The virus was isolated in 35% (17/49) of the cats, being 47% (8/17) from oral swabs, 29% (5/17) ocular
swab, 18% (3/17) from the eye and oral swab, and 6% (1/17) from the oral and nasal swab. Figure 1 shows the
FeHV-1 and FCV molecular detection according to the place of swab collection (oral/oropharyngeal, ocular or nasal
regions). For FeHV-1, 45% (18/40) of the cats were positive from the collection of eye swab, and the same
percentage (9/20) was obtained for the FCV from the oral swab. In 27.5% (11/40) of animals positive for FeHV-1
and 30% (6/20) positive for FCV, virus detection was possible from both oral and eye swab. These results
corroborate with previous studies, where the main FCV detection location was from the oral/oropharyngeal
mucosa (Schulz et al. 2015). However, in this same study, no difference was observed among the collection sites
for FeHV-1, suggesting oral/oropharyngeal swab as the sample of choice for the detection of both viruses. The
results obtained in the present study highlight the importance to collect samples from more than one region, in
order to increase the possibility of detecting the agents. The detection of FeHV-1 and/or FCV from nasal swabs
was only possible in four animals, possibly due to the greater difficulty encountered at the time of sampling of the
mucosa, a fact that was also reported by Schulz et al. (2015).

Figure 2 show the clinical signs observed in animals evaluated. Ocular secretion was observed in 71%
(35/49) of cats and was characterized as mild serous, purulent or serosanguineous, and in some cases associated
with ocular injury and marked chemosis. The second most frequent clinical sign was nasal discharge in 39%
(19/49) of cats, ranging from mild serous to purulent, followed by CGS in 24% (12/49), sneezing in 18% (9/49),
cough in 6% (3/49), respiratory rattle in 4% (2/49) and dyspnea in 4% (2/49). The main clinical sign in FCV-
positive animals was CGS, identified in 58% (7/12) of the animals. Despite CGS having multifactorial causes (Lyon
2005), it is often associated with FCV (Fernandez et al. 2017; Thomas et al. 2017; Nakanishi et al. 2018). FeHV-1,
on the other hand, was detected in 50% (18/36) of animals exhibiting nasal and/or ocular secretion. To compare,
Fernandez et al. (2017) detected FeHV-1 in 28% (36/127) of animals showing clinical signs related to upper
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respiratory tract disease and 24% (36/149) of animals with conjunctivitis. It is known that other agents may be
involved in respiratory and/or ocular disease in cats, also called “feline respiratory disease complex” (FRDC),
especially Bordetella bronchiseptica and Clamidophyla felis (Cohn 2011). Clinical signs in these cases are similar to
FeHV-1 or FCV infection, and can cause confusion. Symptomatic animals in our study that were negative for both
FeHV-1 and FCV could have an infection by these other agents. Our study shows that the most common pathogens
associated with FRDC in southern Brazil are FeHV-1 and FCV.

The PCR product of FeHV-1 was sequenced and subjected to analysis, showing nucleotide (nt) identity of
99.7 to 100% with FeHV-1 sequences deposited with GenBank. Analysis about the nt and amino acid (aa) identity
performed with isolated FCV detected high genetic variability in comparison with vaccine strain F9, ranging from
76.1 to 77.4 (nt) and 87.4 to 88.9 (aa), even though the more conserved regions of FCV capsid (regions A and B)
were analyzed. This result may serve as an alert to possible vaccine failures in this region. In general, the level of
heterologous protection will depend on the virus strains involved (Radford et al. 2009). Analysis about the nt and
aa identity between the FCV sequences in this study was 88.8 to 97.4% and 99.2 to 100%, respectively.

CONCLUSIONS

Our findings demonstrate high occurrence of Felid alphaherpesvirus 1 and Feline calicivirus in domestic
cats in southern Brazil. This information can be used to improve measures about diagnostic, prevention and
management against these important cat diseases.
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Figure captions

Figure 1. Felid alphaherpesvirus-1 and feline calicivirus molecular detection according to swab collection site in
49 cats from southern Brazil. Numbers refers to the number of cats that tested positive in each site.

Figure 2. Clinical signs observed in 49 symptomatic cats evaluated. Numbers refers to the number of cats
presenting each clinical sign.
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Figure 1. Felid alphaherpesvirus-1 and feline calicivirus molecular detection according to swab collection site in
49 cats from southern Brazil. Numbers refers to the number of cats that tested positive in each site.
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Figure 2. Clinical signs observed in 49 symptomatic cats evaluated. Numbers refers to the number of cats
presenting each clinical sign.



4 Consideracdes finais

Os resultados descritos na presente dissertacdo permitem concluir que:

- Existe uma alta ocorréncia de FeHV-1 e FCV em gatos sintométicos ao sul do
Rio Grande do Sul, Brasil.

- O FeHV-1 é detectado principalmente em amostras de swabs oculares, e 0
FCV em amostras de swabs orais, assim, a coleta de amostras em mais de uma
mucosa pode auxiliar no diagndstico;

- O sinal clinico observado com maior frequéncia em animais positivos para
FeHV-1 é a secrecao ocular, e para FCV, o complexo gengivite-estomatite, porém,

nao sao conclusivos para tais diagnésticos;
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