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RESUMO

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o
ensaio de hemaglutinacdo (HA) foram comparados para a
identificacdo de parvovirus canino (CPV) em fezes de cées
com gastrenterite. A prevaléncia de anticorpos anti-CPV em
uma populagédo de cdes sem histérico de vacinacédo foi avaliada
pelo ensaio de inibicdo da hemaglutinagdo (HI). A
variabilidade fenotipica entre uma amostra vacinal e isolados
de campo foi investigada utilizando soro hiperimune. Trinta
amostras fecais foram obtidas de cdes com diarréia e submetidas
a PCR e ao HA, e 185 amostras de soro de cdes foram
submetidas a HI para detectar anticorpos anti-CPV.
Considerando-se somente como positivas as amostras que
apresentaram HA na diluigdo igual ou superior a 1:64,
detectou-se CPV em 9 (30%) das amostras fecais. Nove amostras
fecais apresentaram HA nas diluicGes entre 1:2 e 1:32 e foram
consideradas negativas nesse teste. Todas as amostras que
apresentaram HA na diluicdo igual ou superior a 1:64 foram
positivas pela PCR e, das nove amostras que apresentaram HA
nas diluices entre 1:2 e 1:32, seis também foram positivas
para CPV na amplificacdo pela PCR. A pesquisa soroldgica
de amostras de soros caninos indicou que 178 (96,2%) cées
tiveram contato prévio com o virus. Os soros hiperimunes
produzidos em cobaias contra a cepa vacinal e dois isolados
de campo indicaram possiveis diferencas fenotipicas entre
isolados.

Palavras-chave: parvovirus canino, gastrenterite, diagnéstico,
hemaglutinagdo, reacdo em cadeia da
polimerase

ABSTRACT
The polymerase chain reaction (PCR) and

hemaglutination (HA) assay were used to detect canine
parvovirus (CPV) in feces from young dogs with gastroenteritis.

The hemaglutination inhibition (HI) assay was used to detect
the prevalence of anti-CPV antibodies in a non-vaccinated
dog population. In addition, hiperimmune serum was used to
investigate the phenotypic variability of a vaccine strain and
two field isolates of CPV. Thirty fecal samples obtained from
dogs with diarrhea were submitted to PCR and HA, and 185
serum samples were submitted to HI to detect anti-CPV
antibodies. Nine (30%) of the samples demonstrated HA on
fecal dilutions equal to or above 1:64 and were considered
positive by this test; nine (30%) fecal samples had HA activity
on dilution from 1:2 to 1:32 and were considered negative,
and the remaining samples were negative. All samples with HA
activity at dilutions above 1:64 were also positive to PCR and,
out of the nine samples with HA activity at dilutions between
1:2 and 1:32, six were also positive by PCR. Serological analysis
of the dog serum samples indicated that 178 (96,2%) of the
dogs had previous contact with the virus. Hiperimmune serum
indicated possible phenotypic differences among isolates, in
that different HI titers were obtained following cross-HI assay.

Key words: canine parvovirus, gastroenteritis, diagnosis,
haemagglutination, polymerase chain reaction.

INTRODUCAO

A parvovirose canina ¢ uma das mais
importantes infec¢des virais de cdes jovens.
Clinicamente, a enfermidade manifesta-se por febre,
vOmitos, diarréia, freqiientemente hemorragica, rapida
desidratacdo e alta mortalidade. O agente etiologico da
parvovirose canina € um virus DNA, ndo-envelopado,
pertencente a familia Parvoviridae, genéro Parvovirus
(MURPHY etal., 1999), denominado parvovirus canino
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(CPV). Atualmente, existem dois parvovirus de cées: 0
CPV tipo 1, também denominado parvovirus diminuto
dos cées (CnMV), sem importancia clinica definida nas
gastrenterites, e 0 CPV-2, que apresenta trés subtipos
—CPV2a, CPV2h e CPV2c. O CPV2h é 0 mais prevalente
na populacdo canina e, conseqiientemente, utilizado
em vacinais (TRUYEN, 2006).

Os sinais clinicos da infeccdo séo tipicos e
o diagndstico clinico da infecgdo é apoiado por exames
sanguineos nos quais predomina intensa leucopenia.
No entanto, existem outros agentes causadores de
gastrenterite e que freqiilentemente induzem erro no
diagnéstico e, conseqiientemente, podem sub ou
superestimar a prevaléncia da parvovirose em relagcdo
aoutras enfermidades com sinais clinicos semelhantes.

O diagnéstico definitivo da parvovirose
consiste na identificacdo do CPV nas fezes de cées
infectados, por meio de testes como a hemaglutinacg&o,
0 ensaio imunoenzimatico, a aglutinacdo em latex
(VEIJALAINEN et al., 1986), a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (MOCHIZUKI et al., 1993;
UWATOKO et al., 1995) e o isolamento viral (VI) em
cultivo celular (MOCHIZUKI & HASHIMOTO, 1986).
Embora o isolamento em cultivo celular seja
considerado o teste padrdo, a PCR e a HA tém sido
amplamente utilizadas principalmente pela alta
especificidade e praticidade destes testes.

As gastrenterites de cdes jovens séo
comuns em todas as regifes do Brasil (GARCIA et al.,
2000). No entanto, na cidade de Passo Fundo e regido,
ndo se tem conhecimento de dados relativos ao
diagndstico, a soroprevaléncia e ao gen6tipo prevalente
do CPV. O presente trabalho teve como objetivo
identificar o CPV em fezes de cdes jovens com diarréia,
utilizando as técnicas de HA e PCR, comparar a
sensibilidade e a praticidade de utilizagdo dessas
técnicas de diagnostico, verificar variagdes fenotipicas
entre o CPV vacinal e isolados de campo e avaliar a
prevaléncia de anticorpos anti-CPV em cées sem
historico de vacinagao na cidade de Passo Fundo, RS.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 30 amostras fecais de cées
com diarréia, coletadas entre dezembro de 2004 e marco
de 2005, diluidas (1:10 v/v) em solucéo de Hank’s (pH
7,3). Apos centrifugagdo (1500 x g/10 minutos), o
sobrenadante foi removido e tratado com cloroférmio
(1:10 v/v) a 4°C, por dez minutos. Apds nova
centrifugagdo, o sobrenadante foi aliquotado e
estocado a-10°C até o momento das anélises. Amostras
de sangue de 185 cées de diferentes idades e racas,
sem histérico de vacinagdo, foram coletadas em 14

diferentes bairros do municipio de Passo Fundo,
durante a campanha de vacinagao anti-rabica de agosto
de 2005. Anteriormente a coleta, aplicou-se um
questionario epidemiologico e animais com historico
de vacinacdo contra CPV foram excluidos da
amostragem. O sangue foi armazenado sob refrigeracéo
até o momento da centrifugacdo (3000 x g, 10 minutos)
para remogao do soro, que foi armazenado a -20°C até
ser testado.

O teste de hemaglutinagdo (HA) foi utilizado
para identificar e quantificar o CPV. Para isso, utilizaram-
se placas de 96 cavidades com fundo em “U”, nas quais
realizaram-se dilui¢6es seriadas (base 2) da suspenséo
fecal em igual volume de solugéo salina tamponada de
borato (BBS; H,BO, 0.5 M, NaOH 1.0M e NaCl 0.15 M,
pH 9.0) contendo 2% de soro fetal bovino (SFB). Apos
iss0, acrescentou-se uma suspensao de eritrocitos de
suino a 0,5% em diluente viral (VAD; NaCl 0.15 M,
Na,HPO, 0.3M, NaH,PO4.H,0 0.3M, pH 6.0) e incubou-
se a 4°C durante duas horas (CARMICHAEL et al.,
1980). Considerou-se como titulo viral da amostra a
reciproca da maior diluigdo onde ocorreu a
hemaglutinacéo.

O teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI)
foi realizado para detectar anticorpos anti-CPV. Para
tanto, realizaram-se diluices seriadas (base 10) do soro
(inativado a 56°C e tratado com caolin a 25% e hemécias
de suino a 50%) em igual volume de BBS, contendo 2%
de SFB. Posteriormente, acrescentaram-se 0ito
unidades HA (UHA) da amostra viral e incubou-se a
placa em camara Umida a 37°C, durante duas horas.
Apos, adicionou-se uma suspensdo de hemadcias de
suino a 0,5% em VVAD, seguida de incubagdo a 4°C por
duas horas (SENDA etal., 1986). O titulo de anticorpos
foi considerado a reciproca da maior dilui¢do que inibiu
aHA. Atécnica de HI também foi utilizada para confirmar
a identidade do CPV nas amostras fecais.

O soro hiperimune anti-CPV foi produzido
em cobaias (Cavia porcellus) utilizando-se uma
amostra vacinal e duas amostras de campo (UPF-06 e
UPF-10). A primovacinagéo das cobaias foi realizada
com uma mistura de virus (1ml) e adjuvante completo
de Freund (1ml), inoculada pela via subcutanea em 10
pontos distintos no dorso do animal (0,2ml/inoculac&o).
Foram realizadas duas inoculagGes posteriores, com
intervalo de 21 dias, sem adjuvante. As amostras
sanglineas foram coletadas das cobaias, sob anestesia,
por meio de puncéo cardiaca, sete dias apos a Ultima
inoculacéo. O soro hiperimune foi inativado (56°C/30
min.), diluido (1:5 v/v) em BBS e tratado com caolin a
25% em BBS e hem4cias de suino a 50% em VAD.

A Inoculagdo em cultivo celular foi realizada
em células CRFK (Crandell-Reese Feline Kydney;
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ATCC, CCL-94) cultivadas com meio essencial minimo
(MEM), suplementado com 5% de SBF (soro bovino
fetal) e gentamicina (50mg L1). As amostras fecais
suspeitas para CPV foram inoculadas imediatamente
apos o repique das células, em placas de 24 cavidades.
As células foram observadas por 96 horas para verificar
a ocorréncia de efeito citopatico (ECP). Na auséncia de
ECP apds a primeira inoculacgdo, as células foram
repassadas mais duas vezes antes de se descartar o
material e considera-lo negativo para CPV.

Na reacdo em cadeia da polimerase, 0s
primers CPV3 (5"- GGGTGGAAATCACAGCAAC-3)
e CPV4 (5'-AAATGGCCCTTGTGTAGACG -3") foram
utilizados para amplificar um fragmento de 887 pares
de base do gene que codifica as proteinas VP1/VP2 do
CPV (NC_001539, GenBank; REED et al., 1988). Paraa
PCR, as amostras fecais ja processadas foram diluidas
(2:20 v/v) em 4gua destilada estéril. A reacdo da PCR
conteve 10pmol de cada primer, 2,5mM de MgCl,, 1
mM de dNTPs, tampédo (1x) paraaenzima, 5 U de Taq
DNA Polimerase e 5ul da amostra fecal, em um volume
final de 50ul. A mistura foi levada ao termociclador
(Minicycler™ MJ Research) programado para uma
desnaturacao inicial (95°C/5min) seguida de 30 ciclos
de desnaturagdo (94°C/1 min), anelamento (54°C/1 min.)
e extensdo dos primers (72°C/1 min) e anelamento final
(72°C/10min). Como controle positivo, utilizou-se a
amostra vacinal e, como controle negativo, utilizou-se
agua destilada. A analise dos fragmentos de DNA foi
realizada por eletroforese em gel de agarose (0,8% em
TBE), sendo fragmentos corados com brometo de etideo
e visualizados sob a luz ultravioleta.

RESULTADQOS

Os resultados obtidos com a HA foram
comparados com aqueles obtidos pela PCR. Dentre as
30 amostras de fezes analisadas, nove (30%)
aglutinaram hemacias de suinos, com titulo igual ou
superior a 64 UHA, e apresentaram-se especificas para
CPV quando submetidas ao teste de HI com soro
hiperimune anti-CPV. Todas as amostras com titulo
superior a 32 foram também positivas na PCR,

resultando em um fragmento de DNA de
aproximadamente 887 pares de bases. Aamostra vacinal
utilizada como controle positivo apresentou titulos
médios de 256 UHA e reacdo positiva na PCR. Nove
amostras (30%) apresentaram titulos hemaglutinantes
entre 2 e 32 UHA e foram consideradas negativas pelo
teste de HA. Destas, seis foram positivas ao PCR. Doze
amostras (40%) foram negativas ao teste de HA e pela
PCR. Nos testes para determinacdo da sensibilidade
da PCR, foram positivas todas as dilui¢cdes da cepa
vacinal até a dilui¢do de 1:262.144.

Os titulos de anticorpos dos soros
hiperimunes especificos contra CPV homélogos
variaram de 2.560 a 20.480 unidades inibidoras da
hemaglutinacdo (UHI). No entanto, ao se testar esses
soros hiperimunes contra CPV heterdlogos, obteve-se
uma reducdo significativa nos titulos de anticorpos
dos soros hiperimunes (Tabela 1). No soro de cées, 0s
titulos de anticorpos anti-CPV variaram de zero a 20.480
UHI. Amédia geométrica dos titulos de anticorpos anti-
CPV neste estudo foi de 892 UHI. Dentre 0s 185 soros
de cdes analisados, sete (3,8%) ndo apresentaram titulos
de anticorpos contra CPV e 178 (96,2%) foram positivos
para anticorpos anti-CPV (Tabela 2). Os dados da
prevaléncia dos titulos de anticorpos anti-CPV estdo
apresentados na figura 1.

DISCUSSAO

Clinicamente, as gastrenterites de origem
infecciosa apresentam um quadro clinico semelhante
(HOMEM et al.,1999). Freqiientemente, em cdes com
idade inferior a seis meses, a etiologia das gastrenterites
hemorragicas é atribuida principalmente ao CPV em
detrimento de outros microorganismos. Nessas
circunstancias, sdo frequentes as internacfes de caes
jovens e com uma baixa imunidade materna, em
isolamentos que possuem cées com suspeitas clinicas
de cinomose, traqueobronquite infecciosa e/ou mesmo
CPV. O diagnostico precoce e definitivo da etiologia
das gastrenterites caninas torna-se essencial para o
tratamento e controle da disseminagcdo do agente
etiolégico, principalmente se 0 CPV estiver envolvido,

Tabela 1 - Titulos de anticorpos dos soros hiperimunes, produzidos em cobaias, anti-CPV vacinal, anti-UPF-06 e anti-UPF-10 contra os virus
CPV vacinal, UPF-06 e UPF-10, determinado por inibi¢do da hemaglutinagdo (HI) cruzada. O controle refere-se a amostra de soro

coletada antes da imunizagéao.

Titulo dos soros (HI)

Antigeno

Anti-CPV vacinal Anti-UPF-06 Anti-UPF-10 Controle
CPV-vacinal 20.480 2.560 40 0
UPF-06 1.280 10.240 1.280 0
UPF-10 1.280 5.120 2.560 0
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Tabela 2 - Anticorpos hemaglutinantes anti-CPV, detectados em
amostras de soro de cées ndo-vacinados coletadas em
agosto de 2005, no municipio de Passo Fundo, RS.

Média geométrica do

0
N° de soros/total titulo de anticorpos

Titulo de anticorpos amostrado (%)

(IHA)
<10 7/185 (3,7) 0
>10 <40 22/185 (11,9) 30

> 40 <320 84/185 (45,4) 181

> 320 < 2.560 65/185 (35,1) 1102
> 2,560 < 20.480 7/185 (3.9) 7608

e para a alocacdo adequada de cdes com outras
infeccBes gastroentéricas. Nesse aspecto, a PCR vem
sendo utilizada como método eficaz para o diagnostico
de inimeras doencas de etiologia viral. Estudos
anteriores demonstram que a PCR é mais especifica e
sensivel para a deteccdo de CPV em fezes de cdes,
guando comparada com HA, ELISA e isolamento viral
(MOCHIZUKI et al., 1993). Os dados obtidos no
presente estudo corroboram esses dados e indicam
que tanto a PCR quanto a HA sdo técnicas especificas
e rapidas para a deteccdo de CPV em amostras fecais.
Além disso, utilizando-se a PCR, foi possivel detectar
particulas virais até a diluicdo de 1: 262.144 de uma
amostra vacinal contendo 256 UHA, o que evidenciaa
extrema sensibilidade da PCR em comparacgdo com a
HA (dados ndo apresentados).

No presente estudo, as mesmas amostras
utilizadas para PCR foram também inoculadas em cultivo
de células CRFK. Amostras fecais com alto titulo
hemaglutinante apresentaram efeito citopatogénico

(ECP) 24 a 36 horas ap0s a inoculagdo. Amostras
com baixo titulo viral necessitaram de passagens
sucessivas e eventualmente ndo foi possivel
determinar a ocorréncia de ECP (dados nédo
apresentados). O insucesso no isolamento viral a
partir de amostras com baixo titulo viral ocorre
principalmente em raz&o de o CPV replicar somente
em células mitoticamente ativas, ou seja, logo apos
o repique celular. Conseqiientemente, apos a
formacdo do tapete celular, é possivel que ndo se
obtenha mais um ndmero suficientemente grande
de células em replicagdo para suportar a replicacao
viral, possibilitando a perda do in6culo por diluicéo.
Uma ocorréncia de HA nas diluicdes de fezes
abaixo de 1:64 pode eventualmente indicou que estas
sejam negativas para CPV, devido a possibilidade da
ocorréncia de aglutinacdo inespecifica (CARMICHAEL,
1980). Nesse trabalho, no entanto, ndo foi possivel
estabelecer uma relacdo entre gravidade da infeccédo e
titulo de HA. Por outro lado, pelo menos um caso de
gastrenterite hemorragica resultou negativo para CPV
em todas as técnicas de diagndstico utilizadas, o que
evidencia a necessidade de investigagdo mais profunda
de outras causas de diarréias hemorrégicas. No
presente trabalho, apenas 56,7% (17/30) das
gastrenterites caninas foram causadas pelo CPV, o que
demonstra que um diagndéstico baseado apenas nos
sinais clinicos certamente proporcionara um manejo
incorreto do paciente e tratamento inadequado da
doenga.
O estudo fenotipico por meio de soro
hiperimune e HI cruzada permitiu identificar diferencas
entre duas amostras de campo de CPV e uma amostra
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Figura 1 - Distribuicdo percentual dos titulos de anticorpos, anti-CPV, detectados pelo teste de inibicdo da
hemaglutinacdo (HI) em 185 amostras de soro de cées ndo-vacinados coletadas em agosto de 2005,
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vacinal. Dados semelhantes foram observados
anteriormente por soroneutralizacéo cruzada utilizando
soro hiperimune contra CPV-2 e CPV2b (PRATELLI et
al., 2001). E possivel que essas diferencas fenotipicas
sejam decorrentes de pequenas variagdes nos epitopos
das proteinas estruturais dos virus, ocasionadas por
discretas mutacgdes genéticas (PARRISH et al., 1991;
TRUYEN etal., 1995; SAGAZIOetal., 1998). Emborao
significado dessa variabilidade ainda seja investigado,
acredita-se que tenha importancia principalmente
quando os filhotes, com imunidade passiva materna,
sdo desafiados com virus antigenicamente diferente,
ou seja, um determinado titulo de anticorpos é
suficientemente alto para proteger contra o desafio com
0 virus homdlogo, mas nao o suficiente para evitar
uma infeccdo por uma cepa heterologa, podendo causar
doenca nesses cdes (TRUYEN, 2006). No entanto, as
possiveis diferengas entre essas cepas somente
poderao ser identificadas através do seqlienciamento
genético das amostras de CPV analisadas neste estudo.

Atualmente, com o uso de vacinas contra a
parvovirose canina, a infecgdo por CPV tem sido
relativamente controlada. No entanto, os dados
sorologicos obtidos neste estudo demonstram que
96,2% (178/185) dos cées analisados apresentaram
titulos de anticorpos contra CPV vacinal entre 10 e
20.480 UHI, ressaltando-se que a maior prevaléncia dos
titulos, 22,5% (40/178), foi de 320 UHI. Estudos prévios
demonstram que caes com titulos de anticorpos contra
CPV superiores a 80 UHI sdo imunes a infeccdo
oronasal por CPV (POLLOCK & CARMICHAEL, 1982).
Titulos de anticorpos abaixo de 80 UHI ndo conferem
protecao contra a infecgao por CPV, além de interferiram
na imunizagdo ativa do animal (PRATELL I etal., 2001).
Entre os cdes estudados, 29 (15,6%) apresentam titulos
de anticorpos abaixo de 80 (Tabela 2). A infeccdo pelo
CPV nesses animais pode se tornar um problema caso
ocorraem uma fémea em gestacdo, manifestando-se na
forma de abortos, ou em seus filhotes, que, devido a
baixa quantidade de anticorpos anti-CPV da mée, ndo
recebem quantidades suficientes de anticorpos
maternos via colostro e leite e se tornam,
conseqlientemente, suscetiveis a infeccéo antes de se
iniciar um programa de vacinagao.

Em resumo, os dados obtidos no presente
trabalho evidenciam a necessidade de um diagnéstico
diferencial rapido das gastrenterites caninas, que pode
ser realizado pela HA ou pela PCR. Estudos fenotipicos
sugerem possiveis diferencas genotipicas que deverdo
ser avaliadas por meio de sequenciamento genético.
Embora o CPV se encontre amplamente disseminado,

uma parcela significativa de cdes possui titulos de
anticorpos néo protetores e alguns sdo soronegativos,
0 que permite a continua circulagdo do CPV e a
manutencao do carater endémico dessa infeccéo.
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