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1. INTRODUCAO

O coronavirus felino (FCoV) pertence a familia Coronaviridae, género Alpha-
coronavius, espécie Alphacoronavirus 1 (ICTV, 2019). Em sua estrutura encontra-
se uma molécula de RNA simples e de sentido positivo, com um tamanho aproxi-
mado de 29 kB (PEDERSEN et al., 2009). O seu complexo processo de replicacao,
envolvendo transcricdo descontinua, lhe confere alta taxa de mutacdo (MILLER,;
KOEV, 2000).

O FCoV possui a capacidade de infectar o sistema digestorio de felinos do-
mésticos e selvagens. A depender de sua forma patogénica, € possivel ser classi-
ficado em dois biotipos: o coronavirus entérico felino (FECV) e o virus da peritonite
infecciosa felina (FIPV). O FECV pode causar quadros de diarreia ou assintomati-
cos, sendo extremamente contagioso (PEDERSEN, 2009). O FIPV é uma modifi-
cacao do FECV, por mecanismos ainda nao esclarecidos, que leva ao apareci-
mento da peritonite infecciosa felina (PIF). A PIF constitui uma enfermidade que
afeta varios 6rgaos, principalmente da cavidade abdominal, e apresenta uma ele-
vada mortalidade. A doenca apresenta duas formas distintas: forma efusiva (efuséo
abdominal) e forma néo efusiva (HARTMANN, 2005).

A identificacdo da presenca do FCoV pode ser realizada através da técnica
molecular RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction), ou mé-
todos sorologicos (FLORES, 2017).

Dada a nitida importancia do FCoV a medicina veterinaria no que diz respeito
a clinica de felinos, esse trabalho, através de deteccao por RT-PCR, teve por obje-
tivo estudar a ocorréncia do FCoV na populacao de felinos domésticos no municipio
de Pelotas, na regido sul do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA

Coleta de amostras e processamento

Foram coletados swabs retais, 6rgaos (intestino delgado, omento, linfonodos
mesentéricos, baco, rim e figado), sangue total, efuséo toracica e abdominal de 77
gatos assintomaticos (n=12) e sintomaticos (n=65). Os swabs foram armazenados
em meio de transporte (RNAlater™ Stabilization Solution) e conservados sob tem-
peratura de - 80 °C. Os 6rgéaos, sangue total e efusdo abdominal, foram estocados
a — 80 °C até o processamento. Todas as amostras (total de 86) foram coletadas
no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul.
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Extracdo do RNA viral e sintese de DNA complementar (CDNA)

A extracdo e purificacdo do RNA das amostras foram realizadas pelo kit co-
mercial Bio Gene Extracdo de DNA/RNA Viral. A sintese do cDNA foi realizada
apos a extracdo do RNA viral, através do kit comercial High-Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit da Applied Biosystems™. Ambos foram realizados segundo
recomendacdes dos fabricantes.

Técnica de RT-PCR

Inicialmente, realizou-se a técnica de semi-nested RT-PCR teve como alvo
a deteccdo de segmento do gene que codifica a proteina M, possibilitando a detec-
cado de um amplo espectro de coronavirus. Na primeira rodada, em um microtubo
de 200 pl, foram adicionados 12,5 pl de 1x GoTaq® Colorless Master Mix , 1 micro-
litro(10 picomol) do primer senso CCV1, 1 microlitro (10 picomol) de primer anti-
senso CCV2, 3 pl do cDNA obtido e 7,5 pl de agua livre de RNAse, totalizando 25
pl. Foram utilizadas como controle positivo amostras contendo CCoV provenientes
do Laboratério de Virologia e Imunologia da UFPel (LabVir) e, para o controle ne-
gativo, agua livre de RNAse em substituicdo ao cDNA. Todos os tubos foram intro-
duzidos em um termociclador, configurado para realizar ciclos nas seguintes con-
dicdes: 95°C por 7 minutos; 35 ciclos de 94°C (1 minuto), 55°C (1 minuto), 72°C (1
minuto); e 72° por 7 minutos. A segunda rodada utilizou o primer senso CCV3 e 0
anti-senso CCV2, e 3 pul do produto da rodada anterior diluidos em 1:10, sendo
submetidos as mesmas condi¢des anteriores do termociclador. A técnica foi base-
ada em PRATELLI et al. (1999) com modificacfes.

Os produtos obtidos da segunda rodada do semi-nested de RT-PCR foram
submetidos a uma eletroforese a 80 volts, com gel de agarose a 2%. Para leitura,
o gel foi imerso em solucédo de brometo de etidio e exposto a uma luz ultravioleta
para visualizacdo. Os amplicons esperados tinham um tamanho de 220 pb.

Primers iniciadores utilizados na semi-nested RT-PCR para a detec-
cao de coronavirus genérico (descritos por PRATELLI et al. 1999)

Primers Orientacg&o Sequéncia (5°-3’) Posic&o Tamanho do

fragmento
Cccvl Senso TCCAGATATGTAATGTTCGG 337-356
CCcv2 Anti-senso TCTGTTGAGTAATCACCAGCT 726-746 409bp
CCvV3 Senso GGTGTCACTCTAACATTGCTT 535-556 230pb

Para detectar, futuramente, mutagdes na regido S do genoma, as amostras
consideradas positivas neste RT-PCR foram submetidas a outro RT-PCR, segundo
DECARO et al. (2021), com modificagbes. Para deteccdo do FCoV tipo I, utilizou-
se os primers UCD5F (senso) UCD3248R (anti-senso); para o FCoV tipo I, os pri-
mers G2F (senso) e G2R (anti-senso). Foram utilizados microtubos de 200 pl, adi-
cionando 12,5 pl de 1x GoTag® Colorless Master Mix, 1 microlitro (10 picomol) de
primer senso e 1 microlitro (10 picomol) de primer anti-senso, 7,5 ul de agua livre
de RNAse e 3 pl de amostra, totalizando 25 pl. Foram utilizadas como controle
positivo amostras contendo os virus provenientes do LabVir e, para o controle ne-
gativo, agua livre de RNAse em substituicdo ao cDNA. Apds, foram colocados num
termociclador nas seguintes condicfes: 94°C por 5 minutos; 45 ciclos de 94°C (30
segundos), 50°C (30 segundos), 68°C (45 segundos); e 72°C por 10 minutos. Apos
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eletroforese a 80 volts em gel de agarose a 2%, o gel foi submerso em solucéo de
brometo de etidio e exposto a luz ultravioleta para leitura. Amplicons de amostras
com FCoV tipo | tinham tamanho esperado de 215 pb e os do tipo Il de 250 pb.

Primersutilizados na RT-PCR especifica para a regido spike do
FCoV (descritos por DECARO et al., 2021)

Tamanho do

Primers Orientagéo Sequéncia (5’-3’) Posicéo fragmento
UCDS5F _ Senso GCCCAATATTACAATGGCATAA 26440-26461

UCD3248 antisenso  AAGGCATTAGCAAGTATTTTC 23637-23657° 215bp

GoF Senso TAGGTGCACTTGGTGGTGGT 23247-23265 250bp
G2R __ Anti-Senso  GCATTTGCAAGTGAAAACAA 23777-23496

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 77 gatos, em 20 (25,97%) foi detectada a presenca do FCoV, quando
realizado a técnica de PCR com primers que permitem a deteccao da regido M do
genoma viral (PRATELLI et al. 1999). Destes, 16 (20,78 %) tiveram amostras posi-
tivas na PCR que identifica a regidao S do genoma viral (DECARO et al, 2021)..

Em relacdo as 86 amostras, 26 (30,23 %) resultaram positivo na metodologia
de PRATELLI et al (1999). Ao serem submetidas a PCR descrita por DECARO et
al (2021), 21 foram positivas, sendo que 4 eram do baco, efusdo abdominal, linfo-
nodos mesentéricos, e omento; 2 de efusdo abdominal e sangue de um animal; 2
de um swab retal e sangue de um mesmo animal; 2 de efusdo abdominal; 1 de uma
efusdo toracica; 10 de swab retal.

Segundo CHANG et al (2012), a regido que codifica a proteina Spike, apre-
senta alta taxa de mutacao, sendo responsavel pelo tropismo e viruléncia do FCoV.
Isso pode explicar o fato de 4 amostras (provenientes de 4 animais) serem negati-
vas na técnica de PCR desenvolvida por DECARO et al (2021), a qual tem como
alvo a regido citada, sendo que ambas foram positivas na PCR descrita por PRA-
TELLI et al (1999), que amplifica a regido M. Com finalidade de estudar possiveis
mutacles, futuramente, realizar-se-a o sequenciamento dos amplicons obtido na
PCR com alvo na regido S.

A deteccdo em baco, linfonodos intestinais e omento em animais com indi-
cativo de infeccao por FIPV séo respaldados pela literatura, a qual aponta alta carga
viral nesses locais (PEDERSEN, 2014). A deteccdo em swab retal, constatada em
7 dos 11 animais que apresentavam diarreia, € sinal indicativo de eliminacdo do
FECV nas fezes, principal fonte de disseminagéo do virus, corroborando com ou-
tros estudos (BUBENIKOVA et al. 2020).

Em animais com sinais de PIF e que foram detectados FCoV em 6rgaos,
tecidos, sangue e efusdo, nao foi possivel identificar a presenca do virus nas amos-
tras de swabs retais, o que confirma dados relatados (CHANG et al. (2012) e PE-
DERSEN et al. (2009), que apontam nula ou baixa excrecao de FIPV nas fezes.

4. CONCLUSOES
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O trabalho, ao cumprir sua proposta inicial, revela-se de suma importancia
para o desenvolvimento cientifico, uma vez que demonstra a presenga do FCoV
em felinos domésticos no municipio de Pelotas.
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