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RESUMO

A parvovirose € a doenca infecciosa mais frequente em cées jovens, e
gue caracteriza-se por causar uma enterite aguda e altamente contagiosa. O
agente etioldgico € o Parvovirus canino tipo dois (CPV-2). O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a titulacdo de anticorpos especificos anti-CPV
presente no soro de filhotes da mesma ninhada, antes e apés a primeira dose
vacinal, o método usado para deteccdo de anticorpos foi a Inibicdo da
hemaglutinacdo (IHA). Foram coletadas amostras de sangue com intervaloes
semanais, a partir de 30 dias de idade, de seis filhotes da mesma ninhada,
totalizando sete amostras de cada cdo. Com 50 dias de vida os cées foram
vacinados, sendo divididos em dois grupos que receberam vacinas de
diferentes laboratorios. Em todas as amostras de soro havia a presenca de
anticorpos especificos, e apés a vacinacao os filhotes ndo evidenciaram
resposta a imunizacdo ativa, concluindo-se que 0s animais possuiam alta
influéncia de anticorpos maternos, indicando que, nesse caso, a vacinagao
deveria ser feita em uma idade posterior. Portanto o ideal é que a préatica de
vacinacao contra o parvovirus cainino em caes jovens ocorra apos a titulacédo
de anticorpos, identificando o momento da janela imunoldgica para que a vacina
possa induzir adequada imunidade.

Palavras-chave: anticorpos, gastrenterite, Inibicdo da hemaglutinacéo,
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INTRODUCAO

O Parvovirus canino do tipo 2 (CPV-2) causa uma enterite aguda e
altamente contagiosa dos cées, este virus possui afinidade pelas células em
divisdo rapida do intestino, da medula Ossea e dos tecidos linféides.
Clinicamente, a enfermidade manifesta-se por febre, vOmitos, diarréia,
freqientemente hemorragica com rapida desidratacdo, mas a infeccdo pode
ocorrer de forma subclinica, resultando em soroconversdo sem sinais clinicos
(Sherding, 1998). Os sinais clinicos da infeccdo sdo tipicos e o diagndstico
clinico da infeccdo € apoiado por exames sanguineos nos quais predomina
intensa leucopenia (Strottmann, et al., 2008). O antigeno é um DNA-virus de fita
Unica, sendo extremamente resistente no ambiente (Candlish, 2000). A infeccdo
com CPV ocorre por via fecal-oral (Sherding, 1998).
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A gravidade da doenca depende da magnitude e da duragcdo da viremia
e, também, do indice mitético criptal das células do epitélio intestinal, as quais
infecta (Candlish, 2000).

A enterite parvoviral € mais comum em cées com idade entre seis a doze
semanas, pois ja diminuiram os titulos dos anticorpos maternos originados, mas
ainda ndo desenvolveram uma imunidade ativa (Candlish, 2000). Caso ocorra
em uma fémea em gestacdo, manifesta-se na forma de abortos, ou em seus
filhotes, que, devido a baixa quantidade de anticorpos anti-CPV da mae, néo
recebem quantidades suficientes de anticorpos maternos via colostro e leite e
se tornam, consequientemente, suscetiveis a infeccdo antes de se iniciar um
programa de vacinacao (Strottmann, et al., 2008). A vacinacao constitui o Unico
meio realista e efetivo de prevencdo e controle da infeccdo com Parvovirus
canino (Sherding, 1998).

Como meio de diagnoéstico de parvovirose e controle dos titulos de
anticorpos maternos pode-se utilizar a técnica de Inibicdo da hemaglutinacéo
(HA) (Candlish, 2000). A IHA detecta a presencga de anticorpos, presentes no
soro, que tenham especificidade contra virus com capacidade hemaglutinante
(Caron, 2001).

Assim, o trabalho teve como objetivo acompanhar a evolucgdo da titulacéo
de anticorpos contra o CPV, em soros de filhotes, antes e depois da vacinagéao
de rotina, através da utilizacdo da técnica de Inibicdo da hemaglutinacao.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados seis filhotes da mesma ninhada que se encontravam no
canil do Hospital de Clinicas Veterinarias (UFPel), 4 fémeas e 2 machos, com
idade ao inicio das coletas de 30 dias. Os animais foram identificados de 1-6.
Eles apresentavam-se em bom estado geral e na avaliacao clinica dentro dos
parametros fisiologicos e foram desvermifugados. Foram coletadas sete
amostras de sangue de cada animal, com intervalo de sete dias entre cada
coleta. Os cées foram vacinados aos 50 dias de vida, sendo divididos em dois
grupos: o primeiro grupo com cédes vacinados com vacina comercial “A” e 0
segundo grupo com vacina “B”.

As amostras sanguineas foram coletadas da veia cefalica com seringas
descartaveis e identificadas conforme o animal e a data de coleta, armazenadas
em tubos “Eppendorff” e centrifugadas logo apés a formacao do coagulo (3000
X g, 10 minutos) para a separacdo do soro, o qual foi congelado para a
realizacdo do teste de IHA apds a ultima coleta.

O teste para detectar anticorpos anti-CPV utilizado foi a Inibicdo da
hemaglutinacdo (IHA). Para tanto, o soro foi inativado em banho maria a 56°C,
durante 30 minutos, uma diluicdo prévia de 1:10 foi realizada e partir dela,
foram realizadas diluicbes seriadas em base dois, todas utilizando tampé&o
fosfato (PBS, pH 6,3). O antigeno utilizado foi uma amostra de Parvovirus
canino obtida em cultivo celular, com titulo de 64 UHA, diluida 16 vezes em
PBS (pH 6,3), para conter uma concentracdo final de 4 UHA. Heméceas de
suinos jovens foram coletadas em anticoagulante, lavadas trés vezes (PBS, pH
7,0) e diluidas a 0,5% em PBS (pH 6,3).

*Académica de Medicina Veterinaria da UFPd
2Doutoranda do PPG em Veterinaria/UFPel
3Mestrando em Veterinaria/UFPel

*Professora Adjunta DCV/FV/UFPel

®Professor Adjunto DMVP/FV/UFPel
Faculdade de veterinaria— UFPel - Caixa postal 356 - 96010-900 - Pelotas, RS



O teste foi executado em placas de acrilico, onde foi adicionado volumes
iguais (0,3 mL) das varias diluicdes do soro e de antigeno, incubado a 37°C, por
30 minutos quando, entdo, foi acrescentado o 0,3 mL da preparacdo de
heméceas, sendo incubadas “overnight” em geladeira (4-6°C). O titulo de IHA
foi a reciproca da maior diluicdo do soro que inibiu completamente a
hemaglutinagdo. Controle da sedimentagdo das heméaceas e a retrotitulagdo do
virus foi realizado em paralelo.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

A presenca de anticorpos especificos foi evidenciada nos animais desde
a primeira coleta e nao houve aumento consideravel destes anticorpos apés a
vacinacao (Tabela 1). Sherding (1998), afirma que nas primeiras semanas de
vida, 0s anticorpos maternos protegem os cédes de infecgdo, mas, a0 mesmo
tempo, também interferem na imunizacao ativa, o que pode ser observado no
presente trabalho. No caso dos animais que apresentaram uma titulacdo
elevada de anticorpos, podem ser resultantes de uma provavel exposi¢do ao
antigeno. Estudos comprovam que titulos altos de anticorpos especificos anti-
CPV séo caracteristicos de exposicao natural ao agente (Dezengrini, et al.,
2007).

Os titulos de anticorpos permaneceram durante todo periodo de
acompanhamento, com excec¢éo nos cées 2, 4 e 5, respectivamente aos 57, 44
e 57 dias. Foram também observados picos de aumento da titulacdo de
anticorpos, antes da vacinagéo, nos cdes 1, 5 e 6 aos 37 dias de idade e no cdo
4 aos 50 dias (Tabela 1), possivelmente por exposicdo a virus de campo,
estimulando uma resposta imunolégica, mas sem apresentarem sinais clinicos
compativeis com parvovirose. A resposta a imunizagéo ativa ndo foi observada
em nenhum dos filhotes, sendo que o titulo de anticorpos ap6s vacina¢do nao
ultrapassou a 640 UIHA (Tabela 1).

Os resultados do presente trabalho evidenciam a necessidade que a
vacinacao contra o CPV em céaes jovens ocorra ap0s a titulacdo de anticorpos,
identificando o momento da janela imunoldgica para que a vacina possa induzir
adequada imunidade. Este estudo também demonstra a necessidade de
esquemas vacinais que preconizam a utilizacdo da revacinacdo a cada duas ou
trés semanas até o cdo completar 12 semanas de idade, quando nao for
avaliada, por testes especificos, a janela imunolégica. Para Candlish (1982) os
programas de vacinagao podem ser iniciados com cinco a seis semanas de
idade, mas a interferéncia dos anticorpos maternos originados € bastante
provawvel nessa idade, e exigem-se doses vacinais adicionais para assegurar
uma resposta.
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Tabela 1 — Titulo de anticorpos especificos contra CPV em caes a partir de 30
dias de idade, vacinados aos 50 dias com duas diferentes vacinas comerciais,
utilizando a técnica de Inibicdo da hemaglutinacdo (IHA).

PERIODOS DE COLETA
(IDADE DOS CAES)
3 UIHA
CAES
30 37 44 50 v 57 64 71

dias dias dias dias A dias dias dias
1* 640 2560 640 640 (I: 640 640 640
2%* 640 640 640 640 N - 160 640
3* 640 160 640 640 A 160 640 640
4 640 160 - 2560 C 640 640 160
5* 2560 2560 2560 640 ; - 640 160
6** 2560 10240 640 640 0 160 640 160

*vacinados com: vacina“A” ;** vacinados com avacina“B”"

Dos filhotes analisados ndo houve prevaléncia de anticorpos em machos
ou fémeas, embora alguns autores consideram o sexo como um fator de risco
devido ao comportamento diferente de machos e fémeas (Headley, 2000).

A determinacdo dos niveis de anticorpos € uma medida amplamente
utilizada como indicador de imunidade ao CPV, ao fornecer informacbes a
respeito da necessidade de vacinag¢do ou revacinacdo de animais suscetiveis.
De acordo com Sherding (1998) quase todas as falhas vacinais aparentes
resulta provavelmente de uma exposi¢cado a infeccdo durante o periodo em que
os filhotes ficam refratarios a vacinagcdo, mas permanecem suscetiveis a
infeccao se forem expostos.

CONCLUSAO

Considerando os altos titulos de anticorpos contra o CPV presente no
soro dos filhotes, conclui-se que eram oriundos da imunidade colostral. A
vacinacao aos 50 dias nao foi efetiva na producéo de anticorpos.
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