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RESUMO

O parvovirus canino (CPV) é considerado um importante patégeno associado a casos
de gastrenterite em filhotes de cdes no estado do Rio de Janeiro. Como os sinais
clinicos da infecgdo por CPV sdo comuns a outros agentes, o diagndstico laboratorial
através de métodos rapidos é fundamental, pois permite ao médico veterinario a
triagem dos casos suspeitos e o isolamento dos animais doentes, prevenindo a
infeccdo em filhotes contactantes suscetiveis. Portanto, este trabalho teve como
objetivos avaliar os métodos rapidos para o diagnédstico laboratorial da parvovirose
canina e analisar os fatores relacionados a infecgao pelo CPV (idade, raga, histérico de
vacinacgao e sinais clinicos) em filhotes de caes com gastrenterite provenientes de duas
populagdes de area geograficamente distintas: Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e
Municipio de Duque de Caxias. Para a avaliacdo dos métodos rapidos, 57 amostras
fecais de cdes com diarréia foram testadas pela reacdo de hemaglutinacdo (HA)/
inibicdo da hemaglutinagao (HI), ensaio imunoenzimatico (EIE) (SNAP® Parvo Antigen
Test - ldexx Laboratories Inc®) e reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR). Para a
analise dos fatores relacionados a infeccdo pelo CPV em duas populacdes distintas, 50
amostras provenientes da Zona Sul do Rio de Janeiro e 40 amostras do Municipio de
Duque de Caxias, coletadas no periodo de maio de 2007 a maio de 2009, foram
testadas por HA/HI e PCR. Em relagdo aos métodos rapidos de diagnostico, o EIE foi
capaz de detectar o antigeno viral em 19/57 amostras analisadas. Por HA/HI, 17
amostras foram positivas (titulo > 32) e 40 negativas. Por PCR, 25 amostras foram
consideradas positivas, incluindo 15 amostras positivas e 10 negativas por HA, como
também 19 amostras positivas e seis negativas no EIE. Portanto, o EIE apresentou uma
concordancia de 89,4% com a PCR e o HA/HI de 79,8%. No estudo da infecgao por
CPV em duas populagdes distintas, observou-se que a propor¢ao de casos positivos no
Municipio de Duque de Caxias (55%) foi significativamente maior que na Zona Sul da
cidade do Rio de Janeiro (32%). Ao comparar a amostragem das duas populagdes, nao
se observou diferenga significativa em relagado ao sexo, raga e faixa etaria dos animais.
Entretanto, a propor¢ado de cées vacinados na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro
(74%) foi significativamente maior que no Municipio de Duque de Caxias (40%). Pode-
se observar também que o fato dos cées apresentarem vomito e diarréia hemorragica, e
serem CPV positivos demonstrou diferenga significativa (p=0,04) em relagdo aos caes
que nao apresentavam os mesmos sinais e foram positivos. Estes resultados mostram
que a infecgado por CPV ainda € uma importante causa de enterite hemorragica em
filnotes de caes até seis meses de idade no estado do Rio de Janeiro e que, embora
alguns sinais clinicos sejam indicativos da infec¢gao, somente o diagndstico laboratorial
€ capaz de confirmar os casos suspeitos. Apesar do HA/HI e EIE serem os testes mais
utilizados na triagem, as amostras negativas por estes métodos devem ser testadas por
outros mais sensiveis e especificos como a PCR.

Palavras—chave: Parvovirus canino (CPV); gastrenterite; diagndstico laboratorial;
métodos rapidos; Rio de Janeiro; Duque de Caxias.



ABSTRACT

Canine parvovirus (CPV) is considered one of the most common agent of infectious
enteritis in puppies in the state of Rio de Janeiro. The clinical signs of CPV infection are
indecisive, since several other pathogens may cause diarrhoea in dogs. Thus, rapid
laboratorial diagnosis is essential in order to screen isolate infected dogs and prevent
secondary infections of susceptible contact animals. The aim of this study was to
evaluate the rapid laboratory tests used for the diagnosis of CPV infection. In addition, it
was performed an analysis of the factors related to CPV infection (age, breed,
vaccination history and clinical signs) in two different geographic areas: South Zone of
Rio de Janeiro City and Duque de Caxias City. In order to evaluate the rapid testes, 57
fecal samples from dogs with diarrhea were tested by hemagglutination (HA)/
hemagglutination inhibition (HI), immunoenzymatic assay (EIE) (SNAP® Parvo Antigen
Test - Idexx Laboratories Inc®) and polymerase chain reaction (PCR). To analyse the
factors related to CPV infection, 50 samples from the South Zone of Rio de Janeiro and
40 samples from Duque de Caxias city, collected in the period of may 2007 - may 2009,
were tested by HA/HI and PCR. In relation to rapid tests, the EIE was able to detect
CPV antigen in 19/57 analysed samples. By HA/HI, 17 samples were positive (titer > 32)
and 40 negative. Using PCR, 25 samples were found positive including 15 HA/HI-
positive and 10 HA-negative; they also included 19 EIE-positive and six EIE-negative
samples. The best correlation was observed when the EIE test was compared with PCR,
where there was an overall agreement of 89.4%. The concordance was low for HA, with
value of 79.8%. In the study of CPV infection in two distinct populations, the proportion
of CPV-positive cases in Duque de Caxias City (55%) was statistically higher than in the
puppies from the Southern region of Rio de Janeiro city (32%). No statistically
significance difference between sex, breed and age of the puppies and CPV infection
was found among these populations. However, the proportion of vaccinated puppies
from the South Zone of Rio de Janeiro city (74%) was statistically higher than from
Duque de Caxias City (40%). One of the trends noted in this study was that the fact of
puppies presenting vomiting and hemorrhagic diarrhea to be CPV-positive showed
significant difference in relation to those with the other clinical signs were CPV-positive
(p=0.04). These results show that CPV is still an important cause of hemorrhagic
enteritis in puppies up to six months of age. Although vomiting and hemorrhagic
diarrhea could be indicative of CPV infection, only laboratorial diagnosis is able to
confirm the suspected cases. HA and EIE are one of the most common methods used
for diagnosis CPV infection, but the negative samples should be tested by the more
specific and sensitive PCR.

Key words: Canine Parvovirus (CPV); gastroenteritis; laboratorial diagnosis; rapid
methods; Rio de Janeiro; Duque de Caxias.
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1 INTRODUCAO

Desde o final da década de 70, com o aparecimento do parvovirus canino (CPV)
como um novo patégeno, a enterite viral tem sido reconhecida como uma das causas
mais comuns de diarréia infecciosa em filhotes de cdes até seis meses de idade
(HOSKINS, 1998; MURPHY et al., 1999).

Em condicbes naturais o CPV acomete canideos selvagens e domeésticos.
Quando o virus emergiu em 1978 encontrou uma populagdo canina suscetivel e a
infeccdo por este virus foi relacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade. Com a
vacinacgao dos filhotes e a soroconversao dos adultos através do contato com o virus no
ambiente, o impacto da doenca diminuiu, mas o CPV ainda é considerado uma
importante causa de gastrenterite (PARRISH et al., 1988; POLLOCK; COYNE, 1993;
PARRISH; KAWAOKA, 2005).

Na enterite pelo CPV, dois aspectos principais estao relacionados a persisténcia
da infeccdo na populagdo canina: a presenca de anticorpos maternos que interfere
diretamente na imunizagéo (principal forma de prevengdo) constituindo uma importante
causa de falha vacinal em filhotes (HOMEM; MENDES; LINHARES, 1999) e a
resisténcia do agente a inativagdo (SIEGL, 1984). Este ultimo aspecto possui grande
importancia na epidemiologia da doenca, visto que animais infectados eliminam o virus
principalmente em canis, exposi¢des zootécnicas, clinicas veterinarias e outros locais
com grandes concentragbes de animais, possibilitando a infeccdo de cées suscetiveis
(POLLOCK; CARMICHAEL, 1990; COYNE, 1996).
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Varios trabalhos realizados no pais demonstraram a importancia do CPV como
agente de gastrenterite em caes (ANGELO et al., 1980; HAGIWARA et al., 1980;
MEHNERT et al., 1996; HOMEM; MENDES; LINHARES, 1999; CUBEL GARCIA et al.,
2000; 2002). Em um estudo realizado no estado do Rio de Janeiro por um periodo de
nove anos (1995 a 2004) pode-se confirmar a infec¢ao pelo CPV em 46% dos caes até
seis meses de idade portadores de gastrenterite. Neste estudo os sinais clinicos
classicos da parvovirose canina (vOmito, anorexia, apatia e diarréia hemorragica liquida)
foram observados em 70% dos animais com CPV e em 60% dos animais nao
infectados por CPV (CASTRO et al., 2007a).

Uma vez que os sinais clinicos observados na infeccdo por CPV sao
inespecificos e semelhantes aos causados por diversos agentes infecciosos como
outros virus, parasitos intestinais e bactérias, o diagnodstico da parvovirose baseado
somente em achados clinicos é insuficiente (HAGIWARA et al., 1980; HOMEM;
MENDES; LINHARES, 1999; DESARIO et al., 2005; CASTRO et al., 2007a).

A intensidade dos sinais clinicos na infeccdo por CPV pode variar, mas a
gravidade do quadro clinico classico faz com que o proprietario do animal procure um
servigo veterinario para atendimento. Portanto, a existéncia de métodos rapidos de
diagndstico para a detecgao do virus no estagio agudo da infec¢ao é fundamental para
esclarecer a etiologia da gastrenterite. Tal diagndstico é particularmente importante em
canis e abrigos de maneira a prevenir o contato com animais suscetiveis (DESARIO et
al., 2005).

Como os resultados de um estudo anterior demonstraram a ampla circulagéo do
CPV no estado do Rio de Janeiro (CASTRO et al.,, 2007a), decidiu-se investigar a
ocorréncia da infeccdo por CPV em caes diarréicos provenientes de duas areas
geograficas distintas, como também avaliar trés métodos rapidos de diagndstico

utilizados para confirmar tal suspeita clinica.
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Portanto, este trabalho teve como objetivos:

OBJETIVO GERAL:

Avaliar métodos rapidos de diagndstico para a confirmagédo de casos suspeitos
de infecgao pelo parvovirus canino (CPV), utilizando amostras fecais diarréicas
de filhotes de caes com gastrenterite provenientes de duas populagdes de areas
geograficamente distintas: Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e Municipio de

Duque de Caxias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Realizar o diagnéstico laboratorial dos casos de gastrenterite causados pelo CPV
através dos testes de hemaglutinagcdo (HA)/ inibicdo da hemaglutinagcao (Hl),

ensaio imunoenzimatico (EIE) e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR);
Comparar sensibilidade e especificidade dos diferentes métodos de diagndstico;

Analisar a ocorréncia e os fatores relacionados a infecgéo pelo CPV (idade, racga,
histérico de vacinagao e sinais clinicos) em filhotes de cades com gastrenterite, de
duas populacdes de areas geograficamente distintas: Zona Sul da cidade do Rio
de Janeiro e Municipio de Duque de Caxias, no periodo de maio de 2007 a maio
de 20009.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

Em 1978, uma nova doencga contagiosa e frequentemente fatal, caracterizada por
causar miocardite em caes entre trés e dezesseis semanas de idade ou enterite
hemorragica em animais mais velhos, foi relatada na Australia, Canada e nos Estados
Unidos da América (EUA). Os achados clinicos e histopatolégicos da enterite em cées
eram similares aos observados na infecgao pelo virus da panleucopenia felina (FPV)
em gatos e pelo virus da enterite do mink (MEV) em mustelideos. Poucos meses apos a
descrigao da enfermidade, particulas semelhantes aos parvovirus foram observadas por
microscopia eletrébnica (ME) em amostras fecais de cdes com a forma miocardica e
entérica da doenca, respectivamente. Este novo virus foi denominado parvovirus canino
tipo 2 (CPV-2) a fim de diferencia-lo do virus minimo do cdo (CPV-1) (BINN et al., 1970;
APPLE; SCOTT,; CARMICHAEL, 1979; HAGIWARA et al., 1980; APPEL; PARRISH,
1987; PARRISH, 1990).

O CPV-1, isolado na Alemanha em 1967 a partir de fezes normais de caes (BINN
et al., 1970), foi inicialmente considerado n&o patogénico. Entretanto, este virus ja foi
detectado em casos de enterite e diarréia em neonatos e também foi isolado de filhotes
e fetos abortados na Europa, EUA e Asia. Estudos sorolégicos indicam que o CPV-1 é
prevalente na populagdo canina, mas desde os achados iniciais em 1968, poucos
relatos existem sobre este virus (CARMICHAEL, 2005).

A correlagao entre o CPV e FPV foi logo reconhecida e alguns estudos

demonstraram que o CPV é antigénica e geneticamente similar aos FPV e MEV, sendo,
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portanto, considerado uma variante do FPV (POLLOCK; COYNE, 1990; PARRISH,
1994; TRUYEN, 1999).

Apesar da disseminagéo global de CPV ter se iniciado em 1978, amostras de
soro de caes obtidas em 1974 na Grécia, em 1976 na Bélgica e em 1977 nos Paises
Baixos, ja apresentavam anticorpos, indicando que este virus ja estava circulando na
populagao canina antes de 1978 (PARRISH; KAWAOKA, 2005).

No Brasil, os primeiros casos de enterite hemorragica foram observados em Séo
Paulo em 1979, mas a disseminacao do virus na populagdo canina ocorreu a partir de
1980, com surtos iniciais caracterizados por alta morbidade e mortalidade (ANGELO et
al., 1980; HAGIWARA et al., 1980).

Embora a vacinagdo tenha reduzido a incidéncia da parvovirose e a forma
miocardica da doenga ndo seja mais encontrada, a enterite por CPV ainda € um
problema para os filhotes entre seis semanas e seis meses de idade (POLLOCK;
COYNE, 1990; CASTRO et al., 2007a).

2.2 Classificagao

Os parvovirus patogénicos de animais estdo classificados na familia
Parvoviridae, sub-familia Parvovirinae, género Parvovirus, sendo que o virus da
panleucopenia felina (FPV), virus da enterite do mink (MEV) e CPV juntamente com o
parvovirus da raposa azul (blue fox parvovirus-BFPV), raccoon parvovirus (RPV) e
raccoon dog parvovirus (RDPV) formam o Subgrupo dos Parvovirus Felinos (VAN
REGENMORTEL et al., 2000).

2.3 Caracteristicas do Virus

As particulas de CPV quando visualizadas ao microscopio eletrénico (ME) sao
esféricas, destituidas de envelope, com didmetro variando de 18 a 26nm e capsideo de
simetria icosaédrica (Figura 1). O peso molecular da particula viral completa é de 5,0 a
6,2 x 10° daltons e densidade do virion em gradiente de cloreto de césio é de 1,39 a

1,42g/cm’ (SIEGL, 1984).
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O capsideo € constituido de 60 copias das proteinas VP1 (84KDa) e VP2
(67KDa), sendo cinco a seis copias de VP1 e 54-55 copias de VP2. A VP1 é
semelhante a VP2, com a adicédo de 154 aminoacidos na regido amino terminal. Nas
particulas infecciosas de CPV, a clivagem de 15-20 aminoacidos na regido amino
terminal de VP2 gera a proteina VP3 (63KDa) (PARADISE; RHODE; SINGER, 1982;
TSAO et al.,, 1991; PARRISH, 1999). Esta clivagem parece ser essencial a infectividade
do virus porque expde sequéncias ricas em glicinas, importantes na interagdo com a
membrana celular (WU; ROSSMAN, 1993). A proteina VP2 além de ser o sitio de
ligacao ao receptor confere ao virus a propriedade hemaglutinante in vitro e contém os
epitopos responsaveis pela indugéo de anticorpos neutralizantes (LOPEZ DE TURIZO
etal., 1991).

Figura 1. Fotomicrografia eletrénica de particulas de CPV em amostra fecal de um cao
com gastrenterite hemorragica (WILLI, 1998).

O genoma viral consiste de um unico filamento de acido desoxiribonucleico
(DNA), linear e de aproximadamente 5.200 nucleotideos (nt), o qual tem dois
promotores que dirigem a expressao de duas proteinas nao estruturais (NS1 e NS2) e
duas proteinas estruturais (VP1 e VP2). O genoma contém nas regides 3’ e 5
sequéncias palindrébmicas, de aproximadamente 150nt, que séo utilizadas na replicagao
do DNA viral e somente as fitas negativas de DNA sao encapsidadas na particula viral
(REED; JONES; MILLER, 1988; PARRISH, 1999).
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Os parvovirus sao resistentes a inativagdo e podem persistir no ambiente por
meses a anos, sendo estaveis a variagbes de pH (3,0 - 9,0) e temperatura de 56°C/
60min. e ao tratamento com solventes organicos. Gordon e Angrick (1986)
demonstraram que o CPV pode manter-se infectante por até cinco meses no ambiente.
Os parvovirus sao sensiveis a formalina (0,2%), hipoclorito de sédio (1:30) e radiagao
ultravioleta (SIEGL, 1984).

2.4 Replicagdo do virus

A infecgdo do CPV esta associada a habilidade do capsideo viral adsorver-se ao
receptor de transferrina (Tf), uma glicoproteina de superficie celular expressa na
maioria das células do organismo, responsavel pelo transporte de ferro para o interior
da célula (HUEFFER; PARRISH, 2003; PARRISH; KAWAOKA, 2005).

Em células com intensa atividade mitética tais como da cripta do epitélio
intestinal e do tecido hematopoiético, estes receptores podem ser encontrados em
niveis elevados, representando os principais alvos do CPV nos animais. Apos a ligagao
deste virus ao receptor de Tf ocorre a formacédo de um complexo (virus-receptor) que é
rapidamente transportado para um sistema endossomal no interior da célula. Os trés
novos tipos de CPV séo capazes de se ligarem tanto ao receptor de Tf canino como
felino, enquanto que o FPV apenas a receptores de Tf felinos. Por essa razdo o FPV
nao é capaz de infectar cdes e de se replicar em cultura de células caninas (HUEFFER,;
PARRISH, 2003; PARRISH; KAWAOKA, 2005).

O genoma do CPV nédo codifica a enzima necessaria para a etapa inicial da
replicacdo do DNA (DNA polimerase), que é responsavel pela sintese da fita de DNA
complementar ao DNA viral simples fita. Como a DNA polimerase celular € somente
expressa durante a mitose, a primeira e crucial etapa da replicacdo viral, portanto,
requer a divisdo celular (fase S tardia ou G2 do ciclo mitético). A idade de um animal
infectado é muito importante para o estabelecimento dos principais alvos da infec¢ao
pelo parvovirus, sendo os tecidos fetais ou de recém nascidos uma rica fonte de células

em atividade mitética. Em animais jovens o tecido linféide e particularmente o epitélio
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do intestino delgado apresentam um grande numero de células em intensa proliferagao
celular (PARRISH; KAWAOKA, 2005).

A replicagdo do genoma dos parvovirus ocorre no nucleo da célula infectada,
onde as sequéncias palindrémicas terminais dobram sobre si mesmas, formando uma
estrutura semelhante a um grampo (hairpin), que atuam como iniciadores para a DNA
polimerase celular, conforme esquematizado na figura 2. Entdo o genoma DNA de fita
simples (ssDNA) &, inicialmente, convertido em DNA de fita dupla (dsDNA) "), seguido
da expressdo (transcricdo, traducdo) das proteinas NS1 e NS2@. A proteina NS1 é
essencial nas etapas seguintes da replicagdo do genoma(s), para a expressao das
proteinas estruturais®® e também na fase final da replicagdo do DNA®. A sintese das
proteinas estruturais ocorre no citoplasma da célula, porém os genomas recém-
replicados sdo encapsidados pelas proteinas estruturais VP1 e VP2/3 no nucleo,
originando as novas particulas virais, que sao liberadas por lise celular 7 (MORAES;
COSTA, 2007).

NS1e NS2 | [ VP1e VP2 >
L Lp L
- -
------------- > -,
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) 2 e T C - .
NS1 i - 6 |
NS2 N
|1 NV
(- — 7
C W
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Figura 2. Etapas da expressdo génica e replicagdo dos parvovirus autbnomos
(MORAES; COSTA, 2007).
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2.5 Variagao antigénica

Apesar das controvérsias sobre a origem do CPV, a hipotese mais aceita é a de
que este virus € uma variante do FPV ou de outro parvovirus estritamente relacionado
apos a passagem em um hospedeiro carnivoro, tal como mustelideos (ferrets e minks),
canideos (caes, raposas e lobos), procionideos (guaxinins) e felideos (gatos, ledes,
tigres e chiitas). Entretanto, a natureza do virus ancestral ainda nao foi determinada. O
CPV e FPV apresentam uma homologia de genoma de aproximadamente 98% e
diferem em cerca de oito a dez aminoacidos nas proteinas de capsideo VP1 e VP2
(PARRISH et al., 1988; PARRISH, 1994).

Desde que surgiu em 1978 como um novo patégeno de caes as amostras de
parvovirus canino podem ser diferenciadas em CPV tipo 2 (tipo “antigo”) ou CPV tipos
2a ou 2b (tipos “novos”), pela reacdo com anticorpos monoclonais, diferengas no mapa
de restricdo (PARRISH; EVERMANN; CARMICHAEL, 1985; PARRISH, 1994) e pela
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) (MOCHIZUKI et al.,, 1993; SENDA et al.,
1995). Os tipos novos do virus rapidamente substituiram o tipo original CPV-2 em
circulacado e acredita-se que estas novas variantes (CPV-2a/ CPV-2b) surgiram para
uma melhor adaptagao do virus ao hospedeiro canino. Além disso, estes novos tipos
estenderam o espectro de hospedeiro do CPV que adquiriu a capacidade de infectar
felinos domésticos e selvagens (PARRISH; EVERMANN; CARMICHAEL, 1985;
PARRISH; KAWAOKA, 2005) (Figura 3).

Tanto CPV-2a como CPV-2b séo detectados na populagao canina do mundo em
diferentes proporgdes. Enquanto em algumas regides o CPV-2b é o tipo prevalente, em
outras o tipo 2a € a variante mais comum (PARRISH; EVERMANN; CARMICHAEL,
1985; PARRISH et al., 1991; PARRISH, 1994; TRUYEN et al., 1995; BUONAVOGLIA;
CAVALLI; PRATELLI, 2000; COSTA et al., 2005).

Em 2000, Bounavoglia et al. detectaram na Itdlia uma amostra de CPV-2b
apresentando uma substituicdo de aminoacidos na posicao 426, de acido aspartico
(Asp) para acido glutamico (Glu). Atualmente esta nova variante (CPV-2c), € a mais
detectada na populagado canina da Italia (MARTELLA et al., 2005) e ja foi detectada no
Vietnda (NAKAMURA et al., 2004), Espanha (DECARO et al., 2006a), Alemanha



27

(SHACKELTON et al., 2005), Inglaterra (DECARO et al., 2007), EUA, india (KAPIL et
al., 2007), Argentina, Uruguai (PEREZ et al., 2007), Portugal (VIEIRA et al., 2008) e,
recentemente no Brasil (RODENBUSCH et al., 2008; CASTRO et al., 2009).
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Figura 3. Esquema evolutivo do CPV desde a sua origem no final da década de 70, até
os dias atuais: FPV (parvovirus felino), RPV (racoon parvovirus), BFPV (parvovirus da
raposa azul), MEV (virus da enterite do mink), CPV (parvovirus canino) (Modificado de
TRUYEN et al., 1996).

Os estudos que buscam relacionar as diferengas de patogenicidade entre as
variantes de CPV apresentam resultados controversos. Enquanto um estudo de
infeccdo experimental descreveu maior patogenicidade da variante CPV-2a em
comparagao com a 2b, outro realizado a partir de amostras clinicas descrevem casos
graves de enterite hemorragica relacionados a infecgéo pelas duas variantes (MEERS
et al., 2007; MOON et al., 2007). Os primeiros relatos de infecgdo pelo CPV-2c
descreveram sinais clinicos brandos e menor patogenicidade relacionada a este virus,
mas estudos experimentais e observagdes recentes relataram sinais entéricos
relacionados a quadros de diarréia hemorragica grave e alta mortalidade relacionada a
esta variante (DECARO et al., 2009; KAPIL et al., 2007).
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2.6 Patogenia, transmissao e manifestagdes clinicas

Os estudos de infecgao experimental em filhotes de cdes mostraram que a
infeccdo natural ocorre pela via oral, com replicagao inicial do virus nos tecidos linféides
da orofaringe dois dias apds infec¢ao (PI). A seguir, uma intensa viremia é observada
trés a cinco dias PI, disseminando o virus para outros tecidos: medula 6ssea, tecido
linféide e intestino delgado (MACARTNEY et al., 1984). Embora geralmente se
manifeste como uma doenca entérica, a infecgcdo pelo CPV é uma enfermidade com
disseminagao sistémica, com as manifestagdes clinicas surgindo cinco dias Pl
(POLLOCK; CARMICHAEL, 1990; POLLOCK; COYNE, 1990).

No trato intestinal, a replicagdo viral nas células do epitélio germinativo das
criptas do intestino delgado resulta em morte celular, levando a destruicdo do epitélio e,
consequentemente, achatamento das vilosidades intestinais. Quando ocorre a atrofia
das vilosidades, o intestino delgado perde a capacidade de absorgao, pois o epitélio
germinativo responsavel por substituir o epitélio maduro foi destruido. Devido a
reposicao celular, que ocorre em um a trés dias, esta perda normalmente é limitada
(POLLOCK; COYNE, 1990) (Figura 4).

O virus pode ser detectado nas fezes a partir do 3° e 4° dias PI, mesmo antes do
aparecimento dos sinais clinicos. A maior concentragcao do virus nas fezes é observada
entre o 4° e 6° dias PI, coincidindo com a manifestacdo clinica caracteristica de
gastrenterite (APPEL; PARRISH, 1987; POLLOCK; COYNE, 1993).

Foi estabelecido que a dose minima infectante para caes é de aproximadamente
1 TCIDso (Tissue Culture Infectious Dose ou dose infectante em cultura de tecido)
enquanto a quantidade de particulas virais excretadas por um cao infectado pode
chegar a 10° TCIDs /g de fezes do 5 ao 8 dia(s) de doenca (MOORE, 1983). A
transmissao fecal-oral ocorre quando animais infectados liberam particulas virais nas
fezes que permanecem no ambiente por longos periodos e que infectam animais
saudaveis pela ingestdo de agua ou alimento ou contato com fémites contaminados
(MURPHY et al., 1999).
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Figura 4. Esquema da patogenia da infecgdo pelo CPV (MACARTNEY et al., 1984;
POLLOCK; COYNE, 1993; SMITH-CARR; MACINTIRE; SWANGO, 1997).

)

Em condigbes naturais o CPV acomete canideos selvagens e domésticos.
Quando o virus surgiu em 1978 encontrou uma populagdo canina suscetivel e os
primeiros casos clinicos da parvovirose estavam relacionados a ocorréncia de
miocardite aguda fatal em fetos e em filhotes recém nascidos. Atualmente, com a
vacinagao e a protecao adquirida passivamente através dos anticorpos maternos, esta
forma clinica ndo é mais observada (PARRISH et al., 1988; POLLOCK; COYNE, 1990).

Pela necessidade, para a replicagao, de células em atividade mitética, o CPV
apresenta tropismo por tecidos de animais jovens ou recém-nascidos, ou tecidos de
animais adultos com intensa proliferagdo (TSAO et al., 1991). Os tipos de CPV-2a, 2b e
2c possuem um padrao de distribuicdo semelhante em caes infectados, sugerindo um

mesmo comportamento biolégico (DECARO et al., 2007a).

Os filhotes entre seis semanas e seis meses de vida sdo 0s mais suscetiveis e a
forma clinica predominante da parvovirose canina é a gastrenterite, que se caracteriza
pela eliminacdo de fezes de consisténcia diminuida com ou sem hematoquezia. Os
primeiros sinais clinicos geralmente sao inespecificos, observados entre o 4° e 5° dias
Pl e incluem anorexia, apatia e febre (MCARTNEY et al.,, 1984; GUILFORD;
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STROMBECK, 1996; MACINTIRE; SMITH-CARR, 1997; MARTIN et al., 2002; PRITTIE,
2004).

Vémito e diarréia ocorrem de 24 a 48 horas ap0s os sinais prodémicos e levam a
desidratacdo rapidamente, além de serem associados com a rapida destruicdo de
células em mitose do intestino e medula 6ssea (SHERDING, 1989; POLLOCK; COYNE,
1993; OTTO et al.,, 2000). Vémitos normalmente apresentam-se com um aspecto
mucoso claro ou coloragdo de bile. A diarréia pode ser pastosa, mucoide nos casos
mais brandos, ou hemorragica com odor fétido bem acentuado nos casos mais graves.
A diarréia hemorragica em filhotes de cédes pode ser considerada um indicativo da
infeccdo por CPV (CARMICHAEL; BINN, 1981; PARRISH, 1995; GUILFORD;
STROMBECK, 1996; McCAW; HOSKINS, 1998).

A manifestacdo clinica da infecgcao e a intensidade dos sintomas podem variar
conforme a idade, imunidade do hospedeiro, presenca de fatores debilitantes
associados (virus e parasitos), e quantidade de particulas virais inoculadas
(SHERDING, 1989; McCAW; HOSKINS, 1998).

Apos o periodo das manifestagdes clinicas, que geralmente duram de seis a sete
dias, o animal imunocompetente recupera o seu estado geral, desenvolvendo
anticorpos contra CPV. Entretanto, em alguns casos, com a presenca das lesdes na
mucosa intestinal, pode ocorrer proliferagdo bacteriana e septicemia, levando a um
quadro de coagulacéo intravascular disseminada (CID) e ébito, principalmente naqueles
filhotes sem tratamento imediato (POLLOCK; COYNE, 1990).

A infeccao subclinica € mais comum em filhotes com idade superior a seis meses
e adultos, e estes caes participam de maneira significativa na transmissédo do patégeno,
visto que animais infectados eliminam o virus juntamente com as fezes (GLICKMAN et
al., 1985; MASON; GILLETT; MUGGENBURG, 1987; POLLOCK; COYNE, 1993). A
infeccdo associada com a doenca clinica € rara em caes adultos, mas pode ser
observada recentemente em um surto de CPV-2c nos EUA (DECARO et al., 20063;
KAPIL et al., 2007).
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2.7 Diagnostico

O diagndstico clinico baseia-se na anamnese, nos sinais e sintomas e é
usualmente realizado eliminando-se outras causas de gastrenterite como disturbios
alimentares, parasitismo intestinal, bacterioses e outras viroses entéricas (McCAW,
HOSKINS, 1998).

Um quadro subito de diarréia hemorragica e vomito em filhotes, particularmente
associado a febre, depressao grave ou leucopenia é sugestivo de infec¢gdo por CPV,
principalmente se precedido de contato com outros animais doentes ou fomites.
Entretanto, os casos com sintomas mais brandos ou atipicos podem se tornar
clinicamente indistinguiveis. Além disso, infec¢gdes mistas (virais ou virais e bacterianas)
n&o sao incomuns (McCANDLISH, 1981; McCAW; HOSKINS, 1998).

Como o diagndstico clinico da infecgdo por CPV é inconclusivo, a confirmagao da
infeccao baseia-se na detecgao direta do virus ou genoma viral a partir de amostras
fecais colhidas dos casos agudos da infecgao, pois neste estagio, a quantidade de virus
eliminada pelo animal pode alcancar até 10° TCIDsy/g de fezes (MOORE, 1983;
POLLOCK; COYNE 1990).

Entre os métodos utilizados para o diagndstico podemos citar a observacao das
particulas virais pela ME, a reacdo de hemaglutinacdo (HA) seguida pela reacao de
inibicdo da hemaglutinagédo (HI), o ensaio imunoenzimatico (EIE), o isolamento em
cultura de células e a detecgdo do genoma viral pela reagédo em cadeia pela polimerase
(PCR) (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980; TERRAMOTO et al., 1984;
APPEL; PARRISH, 1987; DURIGON et al., 1987; MOCHIZUKI et al., 1993).

O CPV pode ser cultivado em linhagens celulares de origem felina ou canina,
sendo as células de rim de cdo (Madin-Darby canine kidney - MDCK), células de rim
felino (Crandel feline kidney - CRFK) e a linhagem celular A72 de fibroma canino, as
mais utilizadas (APPEL; SCOTT; CARMICHAEL, 1979; APPEL; PARRISH, 1987;
TRUYEN; PARRISH, 1992). A auséncia de isolamento viral também n&o exclui o
diagndstico, ja que a presenca de substancias toxicas para as células nas amostras
fecais pode interferir nos resultados. O isolamento requer o tempo minimo de sete dias

e devido a natureza contagiosa da infeccédo e facilidade de disseminacdao do CPV, a



32

utilizagao de testes rapidos para a triagem dos casos suspeitos é importante (DESARIO
et al., 2005; DECARO et al., 2006b).

Como a proteina VP2 do capsideo viral confere ao virus a capacidade de
aglutinar hemacias de suinos in vitro, a técnica de hemaglutinagcdo (HA) é utilizada
como método de rotina para o diagndstico rapido da parvovirose canina, entretanto os
resultados positivos devem ser confirmados pela reagao de inibicdo da hemaglutinagao
(Hl) com um antisoro especifico para o CPV (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK,
1980; SENDA et al., 1986; DURIGON et al., 1987). Ainda, a reagdo de HI com
anticorpos monoclonais permite a diferenciagcdo antigénica das amostras de CPV
(PARRISH; EVERMANN; CARMICHAEL, 1985).

A utilizacdo de testes rapidos baseados no ensaio imunoenzimatico (EIE) e
imunocromatografico, atualmente disponiveis no mercado em forma de kits comerciais
(DESARIO et al., 2005; KENNEDY, 2005; DECARO et al., 2006a, 2009), é importante
para a triagem dos casos suspeitos, especialmente em canis, exposi¢des zootécnicas,
clinicas veterinarias e abrigos para isolamento de cédes infectados, prevenindo a
infeccdo secundaria em animais contactantes suscetiveis (COYNE, 1996; DESARIO et
al., 2005).

Métodos baseados na amplificagdo do genoma viral mostraram ser altamente
sensiveis e a PCR além de permitir a deteccdo do genoma do CPV em amostras de
fezes possibilita também a diferenciagao entre os tipos antigo (CPV-2) e novos do virus
(CPV-2a/2b/2c) através da utilizacdo de iniciadores especificos (MOCHIZUKI et al.
1993; SENDA et al., 1995; PEREIRA et al., 2000; BUONAVOGLIA et al., 2001; COSTA
et al., 2005). Esta diferenciagao é particularmente importante para o esclarecimento da
infeccdo em animais que receberam vacina constituida do tipo antigo do virus (SENDA
et al., 1995; COSTA et al. 2005).

Atualmente, o método considerado mais fidedigno para a caracterizacdo das
amostras de parvovirus € o0 sequenciamento gendmico, o qual se baseia na
determinagdo da sequéncia de nucleotideos do gene das proteinas de capsideo VP2
permitindo definir com precisdo a variante de parvovirus presente na amostra e a

analise da relacao filogenética do recente isolado com as amostras de parvovirus
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anteriormente sequenciadas (BUONAVOGLIA et al.,, 2001; BATTILANI et al., 2002;
DESARIO et al., 2005).

Recentemente, a PCR em tempo real (qQPCR) tem sido utilizada para a detecgéo,
tipagem e quantificacdo de DNA do CPV em fezes de cdes com diarréia. Este método
possibilita determinar o niumero de copias do genoma viral e o periodo de eliminagao
nas fezes, o que é importante para a avaliacao da eficacia de vacinas (DECARO et al.,
2006a; 2007).

2.8 Prevencéo e Vacinagao

Historicamente, os surtos de enterite por CPV tem sido dificeis de controlar. O
virus pode sobreviver por mais de seis meses em temperatura ambiente, e é facilmente
transportado entre cées através de gaiolas, fomites ou seres humanos (PRITTIE, 2004).
As boas praticas de higiene, inclusive a desinfeccdo de todas as superficies expostas
com hipoclorito de sddio (1:30), assim como para lavar utensilios e roupas, deixando
agir durante um periodo de 10min., € fundamental para prevenir a transmissao do virus
(McCAW; HOSKINS, 1998).

A vacinagado dos cées é o tratamento profilatico mais recomendado (PRITTIE,
2004) e devido a similaridade antigénica entre o CPV e o FPV, vacinas a base de FPV
inativado chegaram a ser comercializadas para uso canino no inicio da década de 80,
entretanto ficou comprovado que a resposta a vacina inativada com CPV era superior a
obtida com a vacina produzida com FPV e esta deixou de ser utilizada (MOORE, 1983;
BURTONBOY et al., 1991).

A presenca de anticorpos maternos é considerada a causa mais comum de falha
vacinal em filhotes. Varios estudos mostraram que titulos de anticorpos séricos > 80
pela reagcdo de HI sdo considerados protetores e titulos > 10 ja interferem na
imunizagao com vacinas para CPV (POLLOCK; COYNE, 1993). Os filhotes que nascem
de cadelas com baixos titulos de anticorpos podem tornar-se suscetiveis ao virus

selvagem apds quatro a seis semanas de vida, enquanto filhotes de cadelas com altos
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titulos de anticorpos podem permanecer imunes a infecgao por até 12-20 semanas
apos o nascimento (MURPHY et al., 1999).

Este intervalo, chamado janela imunolégica, pode durar algumas semanas,
durante as quais os caes ndo respondem a imunizagdo, mas estdo vulneraveis a
infeccdo (BUONAVOGLIA et al., 1992; LARSON; SHULTZ,1997).

Na tentativa de reduzir este periodo de suscetibilidade, quatro anos apos o
surgimento do CPV, vacinas constituidas por virus atenuado (MLV ou Modified Live
Virus) foram elaboradas a partir de amostras isoladas no inicio da década de 80. Com
0 mesmo objetivo, na década de 90, vacinas constituidas por virus modificado com alto
titulo (10" TCIDso/dose) e baixa passagem (HTLP ou High Title Low Passage) foram
desenvolvidas (BURTONBOY et al., 1991; BUONAVOGLIA et al., 1992). Atualmente,
vacinas polivalentes constituidas pelo tipo antigo do virus (CPV-2) ou pelo tipo CPV-2b
estdo disponiveis no mercado para a prevengao da parvovirose canina (LARSON;
SHULTZ, 2008).

No fim da década de 80, uma vacina atenuada foi desenvolvida com a variante
CPV-2a e permaneceu no mercado por 10 anos. Durante este periodo, nenhuma
vantagem imunoldgica foi observada com o uso da vacina constituida por este tipo em
relacdo a vacina constituida pelo tipo antigo (CPV-2) (LARSON; SHULTZ, 2008).

A primeira vacina constituida pelo tipo CPV-2b foi desenvolvida no fim da década
de 90. Estudos realizados por Pratelli et al. (2000) demonstraram que esta vacina
produziu uma melhor resposta protetora em filhotes com titulos de anticorpos maternos
elevados em comparagdo com a vacina constituida pelo CPV-2. Sabe-se que CPV-2a
e 2b podem ser eliminados nas fezes em concentragdes muito superiores que o CPV-2
(CARMICHAEL; SCHLAFER; HASHIMOTO, 1994), provavelmente como uma
consequéncia da adaptagdo das variantes de CPV ao hospedeiro canino o que
explicaria porque a variante 2b foi mais eficiente em superar o bloqueio dos anticorpos
maternos (DECARO et al., 2005).

As vacinas contra CPV estdo disponiveis no mercado de forma isolada ou
associadas a outros antigenos, como virus da cinomose, hepatite, parainfluenza e

bacterinas de Leptospira spp. Estudos demonstraram que a imunidade conferida pela
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vacina contra CPV nédo é alterada quando usada de forma associada (BASS et al.,
1982; CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1983). Caes adultos ndo sao
normalmente suscetiveis a infecgdo por CPV devido a vacinagédo ou infecgdes prévias
com um virus selvagem (DECARO et al., 2008).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 AMOSTRA CLINICA

As amostras clinicas foram obtidas de filhotes de cédes até um ano de idade
apresentando diarréia liquida ou pastosa, hemorragica ou nao, atendidos no Hospital
Veterinario e Pet Ypiranga na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e em nove clinicas

veterinarias localizadas na regido central do Municipio de Duque de Caxias.

Com o consentimento do proprietario, as amostras fecais foram obtidas apds
defecacédo espontadnea ou com auxilio de sonda. O material fecal foi recolhido em um
frasco plastico com tampa de rosca, imediatamente fechado, identificado e enviado sob
refrigeracao (4 °C a 8 °C) ao Laboratorio de Virologia do Departamento de Microbiologia
e Parasitologia da UFF. Cada amostra era acompanhada de uma ficha contendo os
seguintes dados: identificagdo do proprietario, resenha do animal, data da colheita da

amostra, sinais clinicos e historico de vacinas (Apéndice 1).

Um total de 108 amostras fecais diarréicas foram coletadas, sendo 50 amostras
da Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e outras 58 provenientes do Municipio de
Duque de Caxias. As amostras da Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro foram
coletadas no periodo de maio de 2007 e maio de 2009 e as do Municipio de Duque de
Caxias entre janeiro de 2006 a margo de 2009. Dentre as 58 amostras do Municipio de
Duque de Caxias, 40 foram coletadas no mesmo periodo que as da Zona Sul da cidade

do Rio de Janeiro.
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Este trabalho obteve a aprovacdo do COMITE DE ETICA DE PESQUISA COM
ANIMAIS (CEPA) da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao (PROPP/UFF), sob o
registro n® 0082/09 (Anexo 1).

3.1.2 REAGENTES E SOLUCOES

3.1.2.1 Solucéo de Alsever

DextroSe (VELEC ®).......uueiiiiiiiiiiieie e 20,5¢g
Citrato de sOdio (VeteC ®)......cceeeeiiiiiiiiiie e 8,09
Cloreto de sOdio (Reagen ®)........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiieiiee e 4,29
AQUA dESHIA0A 08D ettt 1000,0mL

O pH foi ajustado para 6,1 com uma solu¢ao de acido citrico a 5% e o conteudo foi
transferido para proveta de 1000mL e o volume final completado com agua

destilada. A solucao foi autoclavada a 110°C por 10min. e estocada a 4°C.

3.1.2.2 Tampéo Tris-Ca™ 0,01M pH 7,2

Tris-base (INVItrogen ®)...........uuueeiiiiiiiiiii e 1,21g
Cloreto de Calcio 0,0015M (VeteC ®)......ccoeeveeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 0,029
AGUA Mil-Q 08D ettt 1000,00mL

Em um béquer de 2000mL os reagentes foram adicionados e homogeneizados com
agitador magnético. O pH 7,2 foi ajustado com acido cloridrico P.A. (Merck®) antes
de completar o volume final em proveta de1000mL. A solugao foi transferida para
frasco com vedagao, autoclavada a 121°C por 20min. e foi estocada em geladeira a
4°C.



3.1.2.3 Tampao salina-borato (BABS) pH 9,0

Cloreto de s6dio 1,5 M (Reagen ®)........ceuvvueuiiiieiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 80,0mL
Acido boérico 0,5 M (MErCK ®)....e e 100,0mL
Hidréxido de S6dio 1,0 M (Merck ®)........ccoeeeeeiciiiiieeeeeeeeeeeee e 24,0mL
Soroalbumina bovina (SIGMa®) .........c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,2%

AQUA ESHIA0A G- P ettt e, 1000,0mL

As trés solugcbes foram preparadas separadamente. Antes de adicionar a
soroalbumina bovina, esta foi dissolvida em banho-maria a 37°C. A solugao foi
estocada a 4°C.

3.1.2.4 Tampao VAD (virus-adjusting diluent) pH 6,4

Solucgéao A:

Cloreto de sOdio (Reagen ®).......ccouuviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 8,779
Fosfato de sédio dibasico P.A. (VeteC ®)........ocovvvvvveiiiiiiiieieiieeeeeeeeeeeees 80,409
AQUA dESHIA0A 0. P 1000,00mL

Solucéo B:

Cloreto de s6dio (Reagen ®).......ccouuviiiiieiiiiiiiiieeeeeee e 8,779
Fosfato de sédio monobasico P.A. (VeteC ®)........oovvvvviiiieiiiiiiiieeeeee, 41,409
AQUA ESHIA0A 0. Pt 1000,00mL

As solugdes foram preparadas separadamente e estocadas a 4°C. Para pH 6,4,

320mL da solugao A foi misturado a 680mL da solugéo B.

3.1.2.5 Caolim 25%

Caolim P.A (VEIEC®)....eeeei et 2,59
AQUA dESHIA0A 0. P ettt 10,0mL
Os reagentes foram homogeneizados e acondicionado em tubo Falcon® a 4°C até

sua utilizagao.
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3.1.2.6 Tampéo L2 pH 6,4

Isotiocianato de guanidina (INvitrogen®) .............cccooiiiiiiiiicciccccee e, 120,09

TrissHCI 0,1 M PH 6,4 oo 100,0mL
Em um béquer de 250ml foram adicionados os reagentes e homogeneizados em
agitador magnético. O tampao foi acondicionado em frasco protegido da luz e

conservado a temperatura ambiente. Esta solugao é estavel por uma semana.

3.1.2.7 Tampao Tris-HCI 0,1 M pH 6,4

Tris-base (INVItrogen®)...........uuuueiiiiiiiiiiiae e 12,119
AQUA dESHIA0A 0. P ettt 1000,00mL

Em um béquer de 1000mL, foram adicionados os reagentes e homogeneizados em
agitador magnético. O conteudo foi transferido para proveta de 2000mL e o pH foi
ajustado a pH 6,4 com acido cloridrico P.A. (Merck ®), antes de completar o volume

final. A solugdo foi autoclavada a 121°C por 20min. e estocada a 4°C.

3.1.2.8 Tampao NaOH 10N

Hidroxido de Sodio (Merck®)............ccoeeeviiniiiiiieiiieecieeeeieeeeieeeeieeeene.. 10,09
AQUA dESHIA0A 0. P et 200,0mL
3.1.2.9 Silica

Didxido de Silica (SIgMa ®)......vveeeeeeeeeeeeeeee e, 60,0g
AQUA dEStIA0A G.S.P. vttt 500,0mL

Os reagentes foram homogeneizados e mantidos em repouso para sedmentagao por
24h. 430mL da solucédo foram aspirados por sucg¢ao e desprezados. O volume foi
completado para 500mL com agua destilada, homogeneizado e mantido em repouso
para sedimentacdo por 5h. 440mL da solugédo foram aspirados por sucgido e
desprezados. O sedimento foi ajustado a pH 2,0 pela adicdo de 600uL de acido
cloridrico 37% (Merck®) e aliquotado 10mL da solugdo em frascos de cor ambar. Os

frascos foram autoclavados e estocados a temperatura ambiente.
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3.1.2.10 Etanol 70%

Etanol P.A. (MErCK®) .....uueeieei it 70,0mL
Agua destilada 0.S.p. «..oveveeeee et 30,0mL
Os regentes foram homogeneizados em béquer de 250mL. O volume final foi

ajustado em proveta de 250mL. A solugéo foi mantida a -20°C.

3.1.2.11 EDTA 0,5M pH 8,8

EDTA (SIGMa®) ... et 146,19
AQUA dESHIA0A GuS.P. vttt 1000,0mL
Em um béquer de 1000ml foram adicionados EDTA e 300mL de agua destilada. O
pH 8,8 foi ajustado com hidréxido de sédio (Merck®) e a solugéo foi homogeneizada
com agitador magnético. A solucédo foi transferida para proveta de 1000mL e o
volume final ajustado. A solugdo foi aliquotada em frascos com tampa e autoclavado

a 121°C por 20min. Os frascos foram mantidos a 4°C.

3.1.2.12 Tampéao Tris-Boro-EDTA (TBE) 10X pH 8,4

Tris-base (INVItrogen®) ...........eeeiiiiiiiiiiiii e 108,0g
AcCidO BOFCO (MEICK®).......eveeeeeeeeeeeeeeeee et en e 5,59
EDTA 0,5M pH 8,8 (SIgMa®) .......eeeeiiiiaiiieiii e 40,0mL
Agua destilada 0.S.D.....oueeeeeeeeeeeee e, 1000,0mL

Em um béquer de 2000mL foram adicionados os reagentes e homogeneizados com
agitador magnético. O conteudo foi transferido para uma proveta de 1000mL,
completado o volume final e transferido para frasco com vedacédo. A solugao final foi

conservada a 4°C e diluida para 0,5 X no momento do uso.



3.1.2.13 Agarose a 1,5%

AGArose (INVITOGEND). ..o oottt ettt 1,59
Tampao TBE 0,5 XPH 8,4 ... 100,0mL

A agarose foi pesada, colocada em erlenmeyer. Foram adicionados 100mL de
tampao TBE 0,5X. O erlenmeyer foi levado ao forno de microondas. A mistura foi

resfriada a 50°C e colocada na cuba de eletroforese, evitando a formacéao de bolhas.

3.1.2.14 Solucao de brometo de etidio

Brometo de etidio 10mg/mL (INVItrogen®) ......o.oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 15,0uL
AQUA dESHIA0A GuS.P. ettt 300,0mL

3.1.2.15 Tampao corante azul de Bromofenol

Azul de Bromofenol (Shandom S0) .......cccccuiiiiiiiiiiiieeeieeee s 0,19
Xylene Cyanol FF (SIGMa®) ..o oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 0,1g
EDTA 0,2M PH 8 (SIgMa®) ....oueeeeeecececeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10,0mL
GlCErOl PA (SIGMA®) ..o 50,0mL
Agua destilada G.5.P. c.oviveeeee et 100,0mL

Os reagentes foram gentiimente homogeneizados em um béquer de 250mL até a
completa dissolucdo. Aliquotas de 10mL foram acondicionadas em frascos ambar e

mantidas em temperatura ambiente.
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3.1.3 INICIADORES UTILIZADOS NA PCR PARA CARACTERIZAGAO GENOMICA

Para a deteccdo do genoma viral nas amostras fecais foram utilizados trés

pares de iniciadores, conforme descritos na Figura 5 e Quadro 1.
5 3
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v v

2000 3000 4000 5000

! |
LA LL LSS LSS L L LSS LSS LLL LSS SSLL LSS LSS LS LSS S LSS LL LSS LSS L LSS S LSS LSS SIS S

2285 4530

Figura 5. Localizagdo da sequéncia dos iniciadores em relagdo ao genoma do CPV.

Quadro 1. Descricdo dos iniciadores utilizados na reacdo em cadeia pela polimerase,
com o tamanho em pares de base (pb) de seus respectivos produtos.

Iniciador Posicdo Sequéncia5’- 3’ Produto Reacgdo com
FPV
) )
VPR (2285-2308)  ATCCCACCTCCGGCAAAGA o5 11 CCFE’\\//_ 22a
VPF (4512-4530) CTCAACTAGCACCTAGAAA CPv-2h
P2S®  (3025-3045) GAAGAGTGGTTGTAAATAATA* 6810b FPV
P2 AS (3685-3706) CTATATC*ACCAAAGTTAGTAG* P CPV-2
P2ab S @ (3025-3045) GAAGAGTGGTTGTAAATAATT* 681 ob CPV-2a
P2ab AS  (3685-3706) CCTATATA*ACCAAAGTTAGTAC P CPV-2b
CPV-2¢

) MOCHIZUKI et al., 1993;
@ SENDA et al., 1995;
* as bases em destaque sdo as mutacdes observadas no genoma do CPV.
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3.2 Métodos
3.2.1 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE)

Ao chegar ao Laboratorio, as amostras de fezes (em temperatura ambiente 15° -
30°C) foram testadas pelo EIE", conforme instrugdes do fabricante. Resumidamente,
parte de cada uma das amostras era retirada com o auxilio do SWAB fornecido com o
kit e imediatamente misturada a solugdo do kit. Apés a mistura, as amostras eram
aplicadas ao dispositivo SNAP' (Figura 6a). A amostra fluia pela janela de resultados
chegando ao circulo de ativacdo e, nesse momento, pressionava-se o ativador e a
amostra fluia de volta pela janela de resultados. A leitura era realizada oito minutos
apods a ativagcado, comparando-se a intensidade de cor do circulo da amostra com a do

controle negativo (Figura 6b).
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Figura 6. Esquema ilustrativo do teste comercial de EIE (SNAP Parvo Antigen Test -
Idexx Laboratories®): (a) dispositivo SNAP (b) leitura da reagéo.

Apoés a realizagdo do EIE as amostras fecais foram estocadas a -20°C até

posterior utilizag&o.

! SNAP Parvo Antigen Test - Idexx Laboratories®
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3.2.2 PREPARO DA SUSPENSAO FECAL

Inicialmente foi preparada uma suspensao a 10% de cada amostra fecal em
solugdo Tris-Ca™ 0,01M pH 7,2 conforme descrito em Castro et al. (2007a). A seguir
adicionava-se igual volume de cloroférmio e, apds agitagédo em vortex por um min., as
suspensdes eram centrifugadas a 1500 rotagdes por minuto (rpm) por 15min., e os
sobrenadantes estocados em tubo plastico tipo eppendorf® de 1,5mL a -20°C até o
momento da analise (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980).

3.2.3 REAGCAO DE HEMAGLUTINAGAO (HA)/ INIBICAO DA HEMAGLUTINAGAO (HI)
3.2.3.1 Preparo da suspensédo de hemacias a 0,5%

Para a realizagdo do teste de triagem € necessaria a coleta de sangue de
suinos. Estas coletas foram realizadas por venopuncdo auricular externa. Foram
coletados aproximadamente 5mL de sangue total de um animal para a realizagdo do

teste.

3.2.3.2 Reacado de Hemaglutinacao (HA)

O teste de HA foi utilizado para a detecg¢ao direta do CPV nas suspensoes fecais,
de acordo com o descrito em Santos et al. (1997). As suspensdes fecais foram diluidas
em microplacas de 96 orificios utilizando-se diluicdes dobradas em tampao BABS pH
9,0. Apds as diluigbes, adicionou-se 50uL de suspensao de hemacias de suinos a 0,5%
em tampao VAD (pH 6,4). As microplacas foram incubadas por 18h. a 4°C e o titulo da
reacado foi determinado como sendo o inverso da maior diluicdo da suspenséao fecal
capaz de causar a aglutinacado total das hemacias. Amostras com titulos <16 foram
consideradas negativas, enquanto amostras com titulos >16 foram submetidas ao teste

de inibicdo da hemaglutinagéo (HI) para confirmagao.
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3.2.3.3 Reacéao de Inibicao da Hemaglutinacao (HI)

O teste de HI foi utilizado para confirmar as amostras positivas por HA. O soro
imune de cobaio (Cavia porcellus) produzido anteriormente no laboratério de virologia
conforme descrito em Santos et al., 1997, foi previamente inativado a 56°C por 30
minutos, tratado com suspensao de caolim a 25% em BABS e suspensao de hemacias
a 50% em VAD (SANTOS et al., 1997). A seguir foram feitas diluicdes dobradas do soro
de cobaio (25uL) em BABS (pH 9,0) na microplaca de 96 orificios. Adicionou-se igual
volume de suspenséo fecal diluida para conter oito unidades hemaglutinantes (UHA) do
virus. Apds incubagao a 37°C por duas horas, adicionou-se em todos os orificios da
microplaca 50uL de suspensao de hemacias de suinos a 0,5%. As placas foram
incubadas a 4°C por 18h. para posterior leitura, e cada microplaca continha controles de

soro, virus e hemacias de suinos.

3.2.4 REAGAO CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) PARA A DETECGCAO DO GENOMA DE
PARVOVIRUS CANINO

3.2.4.1 Extrag&do do genoma

Apos o preparo da suspenséao fecal a 10%, procedeu-se a extragdo do genoma
viral com isotiocianato de guanidina e silica (BOOM et al., 1990) modificado (COSTA et
al., 2005).

Resumidamente, em tubos tipo eppendorf® de 1,5mL, a 200uL da suspensao
fecal a 10% foram adicionados 200uL de fenol/cloroférmio (Invitrogen®), seguido de
homogeneizagcdo em vortex. Apods centrifugagcdo por 2min., transferiu-se o
sobrenadante para outro tubo e em seguida foram adicionados 10uL de silica (Sigma ®)
e TmL de tampédo L2 pH 6,4. Os reagentes foram homogeneizados em vortex e

mantidos a temperatura ambiente por 30min. com agitagcéo constante.

A seguir, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g/ 20seg. e os
sobrenadantes decantados. As amostras foram sucessivamente lavadas em 500uL de
etanol 70% (Merck®) (2x) e acetona P.A. (Merck®) (1x) mantidos a -20°C. Os tubos

foram incubados a 56°C/ 15min. para a secagem completa dos sedimentos e, entao,
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adicionou-se a cada tubo 50uL de agua milli-Q esterilizada. Apds nova centrifugacéo a
14.000 x g/ 2min., os eluatos foram coletados em tubos plasticos tipo eppendorf® e

estocados a -20°C para posterior uso na PCR.

Cada reacgao de extragdo de DNA foi realizada com um controle positivo (vacina
Vanguard (CPV-2)? e vacina Duramune Max5 (CPV-2b)*) e um negativo (4gua milli-Q

autoclavada).

3.2.4.2 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Apos extragdo do genoma a reagdo de PCR foi realizada em termociclador
automatico? utilizando os pares de iniciadores: VPF/VPR (amplifica tipo antigo e novos
de CPV), P2 (especifico para o tipo antigo CPV-2) e P2ab (especifico para os tipos
novos CPV-2a/2b/2c) (MOCHIZUKI et al., 1993; SENDA et al., 1995; PEREIRA et al.,
2000). Inicialmente, 10uL do extrato foi incubado com 1uL de cada par de iniciador (20
picomol) a 94°C/ 2min., seguido de rapido resfriamento a 4°C/ 2min. A reacao de
amplificagdo foi realizada em um volume final de 50uL contendo 50mM KClI,;, 10mM
Tris-HCI pH 8,3, 1,5mM MgCl, (Invitrogen®), 200uM de cada dANTP (Invitrogen®) e
0,5U de Tag DNA Polimerase Platinum Il (Invitrogen®). A PCR consistiu de 30 ciclos de
incubacao a 94°C/ 30seg., 55°C/ 2min. e 72°C/ 2min. e extensao final de 10min. a 72°C.
Cada reagéo de PCR foi realizada com um controle positivo (vacina Vanguard? e vacina

Duramune Max5°) e um negativo (a4gua milli-Q autoclavada).

A cada produto da reacdo de PCR (amplicon) foi adicionado 1uL de corante azul
de bromofenol e os mesmos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Invitrogen®) em tampao TBE 0,5% por 50min a 84 Volts. Utilizou-se como padrédo de
corrida o DNA Ladder de 100pb (Invitrogen®). O gel foi corado em solugdo de brometo
de etidio a 0,5ug/mL, os produtos amplificados foram visualizados em transiluminador

(UV)® e fotografados com camera digital®.

2 Pfizer®

® FortDodge®

* Perkin ElImer®

> Labnet® / °® Sony Cyber-Shot DSC-W90 8.1mp®
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3.2.6 ANALISE ESTATISTICA

A comparacéao de sensibilidade e especificidade dos testes de HA/HI e EIE com
a de PCR foi realizada através do screening test e a significancia estatistica do quanto
eles n&do sdo equivalentes foi dada pelo teste de McNemar (programa Bioestat 5.0), e

um valor-p inferior a 0,05 (p<0,05) foi considerado significativo.

A comparagao das duas populagdes de caes (Zona Sul da cidade do Rio de
Janeiro e Municipio de Duque de Caxias) em relacdo a sexo, faixa etaria, raga,
vacinacgdo e sinais clinicos, foi realizada utilizando o teste qui-quadrado (x%) ou teste
exato de Fisher quando necessario através da StatCalc do programa Epi info 3.5.1, e
um valor-p inferior a 0,05 (p<0,05) foi considerado significativo. A significancia da
diferenca entre as propor¢des (faixa etaria, sinais clinicos e vacinagao) na infecgao pelo
CPV foi analisada utilizando o teste x* e Odds Ratio (OR).



4 RESULTADOS

4.1 Comparagao dos meétodos rapidos para diagndstico laboratorial da parvovirose

canina

De um total de 108 amostras coletadas no periodo do estudo, 57 foram testadas
por HA/HI, EIE” e PCR (Figura 7).

Controle positivo
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Figura 7. Resultado dos métodos laboratoriais utilizados para o diagnéstico laboratorial
da parvovirose canina. (A) Reacao de hemaglutinacao: fileiras a, b, e, g: amostras
positivas; ¢, d, f: amostras negativas; h: controle de hemacias; (B) Ensaio
Imunoenzimatico: amostra positiva; (C) Reagdo em cadeia pela polimerase com par de
iniciador P2ab: fileiras 1: marcador de PM 123pb; 2-9: amostras positivas; 11-13;
amostras negativas; 10 e14: controles positivo e negativo.

" SNAP Parvo Antigen Test - Idexx Laboratories®
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Entre as 57 amostras testadas pelos trés métodos, 43 apresentaram resultados
concordantes para os trés testes (13 positivas e 30 negativas), e outras 14 amostras

apresentaram resultados discordantes entre os testes (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado dos trés testes laboratoriais utilizados para a deteccdo de CPV em
57 amostras fecais de caes com diarréia.

N°. de amostras HA/HI EIE PCR
Positivas 17 19 25
Negativas 40 38 32

O teste de EIE foi capaz de detectar o antigeno viral em 19/57 (33,3%) amostras
analisadas. Através do HA, 17/57 amostras (29,8%) com titulos >32 foram confirmadas
como positivas pelo HI e entdo consideradas positivas. Por PCR, 25/57 amostras foram
positivas (43,8%). Entre as amostras positivas por PCR, 10 foram negativas por HA e

seis foram negativas por EIE.

A concordancia entre os métodos de EIE e PCR foi de 89,4% (p=0,013), e de
HA e PCR foi de 78,9% (p=0,038). Apenas duas amostras foram consideradas
negativas pela PCR e positivas por HA/HI (Figura 8).
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(a) PCR (b) PCR

(+) () Total (+) () Total

= () 15 | 2 17 (+) 191 0 19
L
i (-) 10 | 30 40 o () 6 | 32 38
Total 25 32 57 Total 25 32 57
Concordancia = 78,9% (45/57) Concordancia = 89,4% (51/57)
Sensibilidade = 60,0% (15/25) Sensibilidade = 76,0% (19/25)
Especificidade = 93,7% (30/32) Especificidade = 100,0% (32/32)
Valor-p = 0,0386 Valor-p = 0,0313

Figura 8. Comparagao dos resultados da PCR com HA/HI (a) e EIE (b). Os numeros
indicam amostras positivas (+) e negativas (-) para CPV. A concordancia,
especificidade, sensibilidade e valor-p do HA/HI e EIE comparados ao PCR foram
calculados e estao indicados.

As 40 amostras negativas no HA apresentaram titulo < 16, sendo que seis foram
positivas no EIE e 10 por PCR. Das quatro amostras com titulos hemaglutinantes
variando de 32 a 64, uma foi positiva no EIE e trés por PCR. Outras 13 amostras com
titulo > 64, 12 foram positivas por EIE e PCR (Tabela 2).

Tabela 2. Comparagao entre o titulo de HA das 57 amostras fecais e os resultados dos
testes de EIE e PCR.

N° amostras Titulo HA HA (+) EIE (+) PCR (+)
20 <2 0 3 5
7 2 0 1 2
5 0 1 2
5 0 1 1
3 16 0 0 0
2 32 2 1 1
2 64 2 0 2

—_
w

>64

RN
w
RN
N
RN
N
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4.2 Ocorréncia e fatores relacionados a infeccdo pelo CPV em filhotes de caes com
gastrenterite, em duas populag¢des caninas de areas geograficamente distintas (Zona

Sul da cidade do Rio de Janeiro e Municipio de Duque de Caxias)

Para a realizacdo deste estudo, 90 amostras foram coletadas, sendo 50
amostras na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e 40 amostras coletadas no
Municipio de Duque de Caxias no periodo de maio de 2007 a maio de 2009. Todas as
amostras foram testadas por HA/HI e PCR e foram consideradas positivas nesta analise

as amostras nas quais foi detectado o genoma viral pela técnica de PCR.

De acordo com os dados das fichas dos animais, 84% (42/50) das amostras do
Rio de Janeiro e 75% (30/40) de Duque de Caxias foram coletadas de animais das
seguintes ragas: Poodle (12), Pastor Alemao (8), Pit Bull (8), Rottweiler (8), Labrador
Retriever (7), Shih-Tzu (6), Yorkshire Terrier (5), Cocker Spaniel Inglés (5), Teckel pélo
curto (2), Pastor branco suigo (2), Lhasa Apso (1), Bulldog Francés (1), Chow-chow (1),
Dalmata (1), Maltés (1), Golden Retriever (1), Shar-pei (1), Schnauzer Miniatura (1) e
West Highland White Terrier (1). Oito animais do Rio de Janeiro e 10 de Duque de

Caxias eram cées sem raga definida (SRD).

A distribuicdo do numero de amostras testadas na Zona Sul do Rio de Janeiro e
no Municipio de Duque de Caxias de acordo com o sexo, faixa etaria e histérico de

vacinagao esta demonstrada na tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo das amostras testadas em relagdo ao sexo, faixa etaria e
histérico de vacinagdo dos cades na Zona Sul do Rio de Janeiro e no Municipio de

Duque de Caxias.

Rio de Janeiro

Duque de Caxias

testados/total (%) testados/total (%) p?
Sexo
Macho 31/50 (62) 21/40 (52)
Fémea 19/50 (38) 19/40 (48) 0,488
Faixa etaria (meses)
<2 2/50 4) 3/40 (7)
2-4 39/50 (78) 29/40 (73) 0,721
>4 9/50 (18) 8/40 (20)
Vacinagao
Sim 37/50 (74) 16/40 (40)
Nao 11/50 (22) 24/40 (60) 0,0009
Sem dados 2/50 (4) 0/0 (0)

Valor de p<0,05 ¢ significativo.

Ao comparar a amostragem das duas populagdes, ndo se observou diferenga

significativa em relacdo ao sexo, raga e faixa etaria dos animais. Entretanto, em

relagdo a vacinacdo dos animais, foi observada diferenga significativa entre as

populagdes (p=0,0009) (Tabela 3).

Um total de 38 das 90 amostras analisadas neste estudo foi considerado positivo
para CPV (42%), sendo 32% (16/50) coletadas na Zona Sul do Rio de Janeiro e 55%

(22/40) das amostras de Duque de Caxias. A propor¢ao de casos positivos em Duque

de Caxias apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo a Zona Sul do

Rio de Janeiro (p=0,04).

A maioria dos caes estudados nos dois Municipios (68/90) apresentou faixa

etaria entre dois a quatro meses, e 75% (12/16) destes no Rio de Janeiro e 81% (18/22)

em Duque de Caxias tiveram as amostras fecais positivas para CPV.
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Dentre as 16 amostras consideradas positivas na Zona Sul do Rio de Janeiro,
trés foram de caes nao vacinados e 13 que receberam uma, duas ou trés doses de
vacina contra CPV. Das 22 amostras positivas coletadas em Duque de Caxias, 10
foram de cées ndo vacinados e 12 que receberam uma, duas ou trés doses de vacina
(Tabela 4).

Das 25 amostras positivas obtidas de filhotes vacinados nas duas populacgdes, a
infeccdo pelo virus selvagem foi confirmada em 24 amostras. Destes 24 filhotes, 21
haviam recebido uma ou duas doses de vacina e trés filhotes, trés doses de vacina
(Tabela 4). Para trés filhotes que receberam trés doses de vacina, apenas um

apresentava idade superior a quatro meses e era um cao da raca Rottweiler.

Tabela 4. Distribuicdo do numero de amostras positivas e testadas para CPV de acordo
com o numero de doses de vacinas recebidas nos Municipios do Rio de Janeiro e
Duque de Caxias.

N° de doses Rio de Janeiro Duque de Caxias
de vacina B B
Positivas/ testadas Positivas/ testadas
1 9/29 6/8
2 3/6 4/5
3 1/2 2/3
Total 13/37 12/16

A fim de confirmar a infecgdo pelo virus selvagem nestes animais vacinados,
analisou-se a constituigdo da vacina (CPV-2 ou CPV-2b), intervalo entre a vacinagao e
coleta de amostra (maior ou menor que 15 dias) e o resultado da PCR (amplificagédo
com iniciadores VPF/VPR, P2 e P2ab). Para 15 animais que receberam a vacina
constituida de tipo antigo, a detecgao do virus selvagem pode ser confirmada pela
amplificagdo com o par de iniciador especifico para os tipos novos do virus (P2ab).
Para cinco animais (um que recebeu vacina contendo CPV-2b e outros quatro sem

dados completos) a infecgédo pelo virus selvagem foi confirmada por sequenciamento.
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Para outros dois animais vacinados com o tipo 2b, considerou-se a infecgao pelo virus
selvagem ja que o intervalo entre a vacinagao e coleta das amostras foi maior que 20

dias.

Somente para um animal que recebera duas doses de vacina, cujos dados sobre
a vacina nao estavam disponiveis, ndo se pode confirmar a detecgao do virus selvagem
(Tabela 5).

Tabela 5. Analise das amostras positivas para CPV obtidas de cdes vacinados.

Ndedasentiea  Node  Tipo de CPV SCR Virus na
vacinagao € colela  5mostras na vacina amostra
de amostras

0-3 0 - -

3-9 2 CPV2 P2ab (+) selvagem
10-15 3 CPV2 P2ab (+) selvagem
16-30 4 CPV2 P2ab (+) selvagem

2 CPV2b P2ab (+) selvagem
2 ND P2ab (+)? selvagem
>31 3 CPV2 P2ab (+) selvagem
1 CPV2b P2ab (+)? selvagem
ND 4 CPV2 P2ab (+) selvagem
1 CPV2b P2ab (+)? selvagem
2 ND P2ab (+)? selvagem
1 ND VPF (+) inconclusivo

ND = dado n&o disponivel.
@ Amostra confirmada como selvagem por sequenciamento.

Em relacdo aos sinais clinicos apresentados observou-se que todos os 16
animais infectados por CPV no RJ e 21/22 animais de Duque de Caxias apresentavam
vémito. Entre os 38 animais CPV positivos, 75% (12/16) do Rio de Janeiro e 68%
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(15/22) de Duque de Caxias apresentavam vomito associado a diarréia hemorragica
(Tabela 6). Portanto, os sinais de vOmito e diarréia hemorragica mostraram-se

associados a infecgéo por CPV (p=0,04), independentemente da regido estudada.

Tabela 6. Distribuicdo das amostras positivas e testadas de acordo com os sinais
clinicos apresentados pelos cdes na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e no
Municipio de Duque de Caxias.

Rio de Janeiro Duque de Caxias
Sinais clinicos
positivas/ testadas positivas/ testadas
V, DH 12/25 15/27
V,D 4/12 6/11
DH 0/2 1/1
D 0/11 01
Total 16/50 22/40

V = Vémito; DH = Diarréia Hemorragica; D = Diarréia ndo Hemorragica



5 DISCUSSAO

A gastrenterite viral € uma condigdo infecto-contagiosa sujeita a determinados
fatores de risco de transmissao e a manutengdo do agente na populagado animal e no
ambiente (POLLOCK; CARMICHAEL, 1990). Em um estudo realizado no estado do Rio
de Janeiro por um periodo de nove anos (1995-2004) a infecgdo pelo CPV foi
confirmada em 46% dos cées até seis meses de idade com gastrenterite e os sinais
clinicos classicos da parvovirose canina (vomito, anorexia, apatia e diarréia
hemorragica liquida) foram observados em 70% dos animais com CPV e em 60% dos
animais negativos para CPV (CASTRO et al., 2007a).

Portanto, a existéncia de métodos rapidos de diagnostico para a detecgédo do
virus é fundamental para esclarecer a etiologia da gastrenterite (CASTRO et al., 2007a)
e 0s métodos de diagnostico rapido baseiam-se principalmente na detecg¢ao do virus ou
genoma viral nas amostras fecais colhidas dos casos agudos da infeccdo (POLLOCK;
COYNE, 1990).

Ao solicitar um teste diagnostico para confirmagéo de uma infecgdo o médico
veterinario se vé diante de quatro possibilidades: o exame resultar positivo na presenca
de infecgao (verdadeiro positivo), positivo na sua auséncia de infecgcao (falso positivo),
negativo na auséncia de infecgdo (verdadeiro negativo) e negativo na presenca de
infecgdo (falso negativo). Portanto, os testes devem ser avaliados quanto a sua
sensibilidade (proporcédo de resultados positivos entre todos os infectados) e
especificidade (propor¢cao de resultados negativos entre todos os nao infectados)
(MEDRONHO et al., 2002).
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Além de simples, espera-se que estes métodos rapidos se aproximem do ideal,
ou seja, aquele teste no qual sensibilidade e especificidade fossem de 100%.
Entretanto, na pratica isso ndo € possivel, e existe um contrabalanco nestas duas
propriedades, ou seja, quando um teste ganha em sensibilidade, perde em
especificidade e vice-versa (MEDRONHO et al., 2002).

Devido a propriedade hemaglutinante dos parvovirus, e a grande quantidade de
virus eliminada nas fezes pelo animal doente durante o estagio agudo da infecg¢do, o
HA €& um dos testes utilizados para o diagndstico de rotina, desde que o resultado
positivo seja confirmado pelo HI utilizando um soro imune especifico anti-CPV
(CARMICHAEL; SCHLAFER; HASHIMOTO, 1980; SENDA et al., 1986).

A gastrenterite por CPV é uma infecgdo de carater agudo, e a grande maioria
das amostras analisadas neste trabalho (84/90) foram coletadas no periodo de maxima
eliminagdo do virus nas fezes dos animais infectados (trés a cinco dias Pl que
correspondem a um a trés dias de doenca), quando é possivel se detectar o virus por
HA/HI (CARMICHAEL; SCHLAFER; HASHIMOTO, 1980). O teste de HA/HI foi utilizado
para triagem das amostras fecais neste estudo devido a facilidade de execucgao, baixo
custo e por ser empregado rotineiramente no laboratério. Entretanto, conforme
observado nos nossos resultados e descrito anteriormente por Desario et al. (2005)

esta técnica apresenta uma baixa sensibilidade.

Os resultados falso negativos no HA/HI também podem ser explicados devido a
presenca de amostras ndo aglutinantes de CPV (PARRISH et al.,, 1988), ou pela
presenca de anticorpos no lumen intestinal de caes infectados que podem se ligar aos
virions e impedir a hemaglutinagdo (DECARO et al., 2005 ; DESARIO et al., 2005;
BATTILANI et al., 2007).

Enquanto o HA é um método mais utilizado em laboratérios especializados, o
EIE é considerado uma técnica de diagndstico mais simples e rapida, disponivel na
forma de teste rapido in-house (SNAP) e que pode ser utilizada pelos clinicos durante o
atendimento em hospitais e clinicas. Apesar disso, uma vez que a analise do resultado

€ visual, a interpretacéo do teste pode ser afetada pela subjetividade do operador. Altos
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niveis de anticorpos contra o patégeno no lumen intestinal também podem mascarar o
resultado (KENNEDY, 2005).

Neste estudo o EIE apresentou uma sensibilidade maior que o HA, sendo que
seis amostras positivas no EIE negativas. A especificidade do EIE (100%) foi também
superior ao HA/HI quando comparada ao PCR, demonstrado que quando o resultado é

negativo a segurancga do paciente nao estar infectado é grande.

A PCR foi escolhida como Padrao Ouro para avaliagao dos testes rapidos neste
estudo uma vez que trabalhos anteriores ja demonstravam sua maior especificidade e
sensibilidade na detecgdo de CPV em fezes de caes quando comparada com HA, EIE e
isolamento viral (MOCHIZUKI et al., 1993, SENDA et al., 1995; PEREIRA et al., 2000).

Entretanto, mesmo a PCR pode apresentar resultados falso-negativos pela
presenca de substancias inibitorias da Taq polimerase nas fezes dos animais,
problemas no processo de extragao do DNA viral (SCHUNCK; KRAFT; TRUYEN, 1995)
ou ainda por variagdes nas sequéncias de nucleotideos das regides de anelamento dos
iniciadores no genoma viral ndo permitindo o reconhecimento destas (MIRANDA et al.,
2006). Isso poderia explicar os resultados negativos para PCR e positivos por HA,

detectados em duas amostras neste estudo.

Os resultados demonstraram que mesmo quando o HA e/ou EIE sao utilizados
no diagnodstico dos casos suspeitos para CPV, as amostras negativas por estes
métodos devem ser testadas por outros mais sensiveis e especificos como a PCR. Da
mesma forma, Durigon et al. (1987), ja discutiram a importancia de se realizar duas
técnicas diferentes para se evitar resultados inespecificos no diagnéstico laboratorial do

parvovirus canino.

Conforme demonstrado em um trabalho anterior, o parvovirus canino vem
apresentando ampla circulagdo no estado do Rio de Janeiro (CASTRO et al., 2007a).
No decorrer deste estudo o laboratério recebeu amostras de um Hospital localizado na
Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro e de clinicas do Municipio de Duque de Caxias, 0

que nos levou a investigar a ocorréncia da infecgao por este virus nestas populagodes.

Neste trabalho ndo foi observada uma pré-disposicdo sexual para parvovirose.

Estes dados estdo em concordancia com o estudo de Houston et al. (1996), onde se
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observou que caes machos e fémeas com até seis meses de idade apresentam o

mesmo risco de se infectar por CPV.

Glickman et al. (1985) e Houston et al. (1996) relataram que caes das ragas
Dobermann, Pinscher, Rottweiler e Pastor Alemdo, quando infectados por CPV,
apresentavam uma maior propensao ao desenvolvimento da forma mais grave da
doenca se comparados com outras ragas. Apesar de 31% das amostras coletadas na
Zona Sul do Rio de Janeiro e 58% das amostras coletadas no Municipio de Duque de
Caxias serem provenientes de animais de raca, tal fato ndo pode ser confirmado neste

estudo devido ao pequeno numero de amostras obtidas de cada raga.

Diversos autores descreveram uma maior ocorréncia da infeccdo pelo CPV em
filhotes com dois a quatro meses de idade (HOUSTON et al., 1996; HOMEM; MENDES;
LINHARES, 1999; CUBEL GARCIA et al., 2002). Apesar disto, os nossos resultados
demonstraram que a chance de um animal na faixa etaria de dois a quatro meses
adquirir a infecgao pelo CPV nao é estatisticamente diferente das outras faixas etarias
estudadas até um ano de idade (OR=1,38 (0,46 <OR< 4,19).

A proporcdo de caes vacinados na Zona Sul do Rio de Janeiro foi
significativamente maior que em Duque de Caxias. Uma vez que a enterite por CPV
pode ser controlada através da vacinacao, tal fato provavelmente contribuiu para uma
menor ocorréncia da doenga neste local (32%), quando comparada com a populagao

de cées em Duque de Caxias (55%).

Sabe-se que animais imunizados com vacinas de virus atenuado podem eliminar
o virus vacinal nas fezes e o teste de HA é capaz de detectar este virus até nove dias
pos-vacinagao (CARMICHAEL et al., 1981). Tal fato pode complicar o diagndstico
laboratorial pela ocorréncia de resultados falso-positivos (DECARO et al., 2007).
Portanto, a gastrenterite por CPV nos caes que receberam pelo menos uma dose de
vacina deve ser investigada uma vez que os testes utilizados no diagnostico de rotina
(HA/HI e EIE) ndo sao capazes de diferenciar o virus selvagem do vacinal e esta

confirmagéo s6 pode ser realizada através dos métodos moleculares.

Entretanto, a interpretagdo do resultado da PCR também depende do

conhecimento do protocolo de vacinagdo do animal. Atualmente, uma vacina
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constituida do tipo novo de CPV (CPV-2b) esta disponivel no Brasil, 0 que requer mais

atencao na analise dos resultados laboratoriais.

A maioria dos animais vacinados nos quais a infecgao pelo virus selvagem foi
confirmada (21/24) ndo havia completado o protocolo de vacinagdo sugerido de trés
doses (DAVIS-WURZLER, 2006; MOORE, 1983), o que explica a ocorréncia da

infeccao pelo CPV apesar da vacinagao.

Para outros trés cdes que completaram o protocolo de vacinagdo, somente um
tinha idade superior a quatro meses no momento da terceira dose. Os anticorpos
maternos adquiridos via colostro nos primeiros dias de vida do filhote sdo capazes de
bloquear o virus vacinal, mas nao sao capazes de proteger o cao da infecgcao pelo virus
selvagem. Estes anticorpos podem permanecer em circulagdo no cdo até os quatro
meses de vida, quando decrescem a niveis indetectaveis. Portanto nesta idade os
casos de “falha vacinal” podem ocorrer a despeito do protocolo de vacinagao adotado
pelo clinico (CHAPPUIS, 1998).

O unico filhote que recebeu a terceira dose de vacina apds o 4° més de vida era
um filhote da raca Rottweiler. Esta aparente falha vacinal, portanto pode estar
relacionada a uma maior suscetibilidade em caes desta raga, que parecem ser
refratarios a imunizagdo, a despeito do protocolo vacinal recomendado (DAVIS-
WURZLER, 2006; MOORE, 1983).

Portanto, a fim de assegurar uma protecdo adequada, é necessario completar o
protocolo de vacinagdo recomendado pelos veterinarios com a ultima dose apds o 4°
més de vida, tendo em vista que anticorpos maternos podem interferir na resposta
imune dos filhotes (POLLOCK; COYNE, 1993).

A associacdo da infeccdo pelo CPV com o quadro clinico classico (vémito,
anorexia, apatia e diarréia liquida hemorragica) em filhotes € uma idéia difundida entre
os clinicos veterinarios de pequenos animais. E os resultados do presente estudo
apontam que a ocorréncia de vdmito em associagdo com diarréia hemorragica sao os

principais indicativos da enterite por CPV em filhotes até quatro meses de idade.

Além disso, observou-se que os sinais clinicos de vomito e diarréia hemorragica

estiveram presentes em quase todos os animais infectados por CPV, e, portanto a
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chance de um animal apresentando vémito com diarréia hemorragica ter CPV mostrou
diferenca significativa em relacdo aos que nao apresentavam vomito e diarréia
hemorragica (p=0,004, O.R= 2,65 (1,00 <OR< 7,12)).

A infecgdo por CPV continua sendo uma importante causa de enterite
hemorragica em filhotes de caes até quatro meses de idade e mesmo que alguns sinais
clinicos sejam indicativos da infecgdo, somente o diagndstico laboratorial € capaz de

confirmar os casos suspeitos.



6 CONCLUSOES

A infeccao pelo CPV foi confirmada em 42% (38/90) das amostras fecais
diarreicas analisadas neste estudo CPV, sendo 32% (16/50) provenientes da Zona
Sul da cidade do Rio de Janeiro e 55% (22/40) do Municipio de Duque de Caxias;

O teste de EIE apresentou melhor correlagdo que o teste de HA, quando

comparado com a PCR.

As amostras negativas pelos métodos de HA e/ou EIE devem ser testadas por

meétodos mais sensiveis e especificos como o PCR;

A proporcao de CPV na populagdo do Municipio de Duque de Caxias foi
significativamente maior que na populagdo da Zona Sul da cidade do Rio de
Janeiro. Ao comparar a amostragem das duas populagcbes, ndo se observou
diferenca significativa em relagdo ao sexo, raga e faixa etaria dos animais.
Entretanto, a proporgdo de animais vacinados na Zona Sul da cidade do Rio de

Janeiro foi significativamente maior que no Municipio de Duque de Caxias;

A ocorréncia de vomito em associacdo com diarréia hemorragica na populagao

deste estudo foi indicativa de enterite por CPV.
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8 APENDICE



8.1 Ficha de identificagao dos animais (Apéndice 1)

UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
INSTITUTO BIOMEDICO
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E PARASITOLOGIA

PROTOCOLO DE PARVOVIROSE CANINA
I

1 — CLINICA

Nome: Local:

2 — PROPRIETARIO DO ANIMAL

Nome:

Endereco: Bairro:
Cidade: Estado: Telefone:

3 — ANIMAL

Nome: Idade (meses): Sexo: Raca

Moradia: ( ) casa ( )apto Finalidade do cdo: ( )guarda ( )companhia ( ) outros

Local predominante de passeio do cdo: ( )rua ( )praia ( )praga ( )outros ( )Nao passeia

4 — VACINAGCAO

'Registro Data de coleta

Nome da vacina Data Nome da vacina Data

~ i~ i~ i~
~ i~ i~ i~
~ |~ |~ |~
~ |~ |~ |~

5 — SINAIS CLINICOS

OCORRENCIA EM DIAS: TEMPERATURA: °c

VOMITO ANOREXIA ' APATIA

( )sim ( )nao ( )sim ( )nado ( )sim ( )nao
DIARREIA CONSISTENCIA DAS FEZES

( )Ausente ( )Hemorragica ( )Outra () Liquida () Pastosa

6 — RESULTADO

Data: / / () negativo () positivo Titulo de HA:

7 — OBSERVACOES
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9 ANEXO



9.1 Aprovacdo do Comité de Etica de Pesquisa com Animais (Anexo 1)

P

Servigo Publico Federal
Universidade Federal Fluminense
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagio
Comité de Etica em Pesquisa Animal

%ﬂiﬁcamos que o projeto n° 0082/09, intitulado “ DETECCAO
DO PARVOVIRUS CANINO (CPV) EM AMOSTRAS FECAIS DE

FILHOTES DE CAES COM GASTRENTERITE NO MUNICIPIO DE
DUQUE DE CAXIAS” sob a orientaciao da Profa. Dra. RITA DE CASSIA
N. C. GARCIA, (pesquisador responsavel) da FACULDADE DE
VETERINARIA esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal do COBEA e obteve a aprovagdo do Comité de

Etica em Pesquisa Animal (CEPA) em dezesseis de abril de 2009.

Niterai, 16 de abril de 2009.

IS

Pres{dente do C.EEP.A.
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