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RESUMO

A parvovirose canina é uma das principais enfermidades que acometem caes
jovens e que possui alta letalidade, algumas vezes, acarretando a morte de
neonatos em menos de 24 horas, dependendo de co-morbidades envolvidas,
idade do animal, viruléncia da estirpe e imunidade prévia.O virus foi isolado pela
primeira vez na década de 1970, e denominado CPV-2. Atualmente ja é sabido
gue outras variantes génicas estao presentes no mundo, dentre elas a CPV-22,
CPV-2b e mais recentemente a CPV-2c, que tem se mostrado uma cepa
altamente virulenta. Em relacdo a imunoprofilaxia, algumas vacinas
demonstraram nao apresentar reacdo cruzada com essa nova variante. Medidas
preventivas podem variar de acordo com a cepa, de modo que a identificacao
desses agentes contribui para uma melhor estratégia de vacinacéo. Para isso,
207 amostras clinicas de fezes provenientes de caes com diarreia e caes sadios
oriundos do Hospital Veterindrio da Escola de Veterinaria da UFMG,
pertencentes a um banco de amostras biologicas do Laboratdrio de Zoonoses
Bacterianas da FMVZ USP foram processados para a procura de parvovirus
canino inicialmente através da PCR.

Palavras-chave:,Céaes, parvovirus, CPV-2, PCR.



ABSTRACT

Canine parvovirus is one of the main diseases affecting young dogs and has a
high lethality, sometimes leading to the death of neonates in less than 24 hours,
depending on the comorbidities involved, age of the animal, strain virulence and
previous immunity. The virus was first isolated in the 1970s, and called CPV-2. It
is now known that other gene variants are present in the world, among them CPV-
22, CPV-2b and more recently CPV-2c, which has been shown to be a highly
virulent strain. Regarding immunoprophylaxis, some vaccines showed no cross-
reactivity with this new variant. Preventive measures may vary according to the
strain, so the identification of these agents contributes to a better vaccination
strategy. To this end, 207 clinical stool specimens from dogs with diarrhea and
healthy dogs from the Veterinary Hospital of the UFMG Veterinary School
belonging to a bank of biological samples from the Laboratory of Bacterial
Zoonoses of FMVZ USP were processed for the search of canine parvovirus
initially through PCR.

Key words: Dogs, parvovirus, CPV-2, PCR



LISTA DE FIGURAS

Figural. Distribuicdo da variante CPV-2a em caes pelo mundo............... 14
Figura2. Distribui¢éo da variante CPV-2b no mundo.............ccccvvvveeennnnne. 15
Figura3. Distribuicdo da variante CPV-2c no mundo............cccccvvvvvvveeeennnn. 15

Figura 3. Amostras positivas para o virus da parvo reveladas em gel de
AQANOSE 1,5 J0..ieuiiiiiiii e e e 21



LISTA DE TABELAS

Tabelal. percentual de amostras negativas e positivas para CPV-2 de animais
oriundos do Hospital Veterinario da UFMG...........ccocooiiiiiiiiiiniiee e 21



© 0 N o O

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt 11
REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 12
8 N = 1 (0TI 1] R 12
2.2EPIDEMIOLOGIA .....cooovieeeeceeeeeeeeeeee et 12
2.3 DISTRIBUICAO MUNDIAL ..ottt 14
2.4 PATOGENESE E SINAIS CLINICOS .....cviviiieiieceeee e, 15
2.5 DIAGNOSTICO ..ottt 17
2.7 TRATAMENTO ..ottt ettt een s 18
2.8 PROFILAXIA ...ttt ettt 18
OBJIETIVOS ...ttt sttt 19
3.2 OBJETIVOS GERAIS .....cooieecececeee e, 19
3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......c.ocveeiieeeecteceeee e, 19
MATERIAIS E METODOS ..ottt 19
4.1 AMOSTRAS CLINICAS ..ottt 20
4.2 IDENTIFICACAO DOS ENTEROPATOGENOS ......cccocvevereienae, 20
FORMA DE ANALISE ......ooviiiieeeeeee et 20
] U [ Y 510 1 20
DISCUSSAOD ...ttt ettt 21
CONCLUSAOD ...ttt 24
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ceoviiiieeeceeeee e, 25



11

1 INTRODUCAO

Diferencas entre as causas de 0Obito, entre os cées, variam entre 0s paises
desenvolvidos e em desenvolvimento; enquanto no primeiro as mortes ocorrem
por neoplasias ou por idade extrema, no segundo, as doencas infecciosas ainda
S840 as causam mais comuns gque contribuem para a diminuicdo da expectativa

de vida entre os caes.t

A parvovirose canina € uma das principais enfermidades que acometem
cées jovens e que possui alta letalidade, algumas vezes, acarretando a morte de
neonatos em menos de 24 horas. Seu agente etioldgico € o parvovirus canino,
um virus que possui em seu genoma DNA de fita simples, é ndo envelopado,
pertencente a familia Parvoviridae, género Parvovirus.2 Sao descritos dois tipos
do virus, o parvovirus canino tipo 1 (CPV 1) e o parvovirus canino tipo 2 (CPV
2), sendo o tipo 2 responséavel pela gastroenterite hemorragica observada nos
animais. O CPV 2 pode ser, ainda, subdividido em 4 biotipos: 0 2,0 2a, 02b e o
2c. Em S&o Paulo, foi observado que ha a predominancia do CPV-2b em relacéo
ao CPV-2a e CPV-2c em caes naturalmente infectados com a presenca ou nao

de vacinacao anterior.?

Portanto considerando que o agente citado possui manifestacde s clinicas
semelhantes com outros enteropatégenos virais e que, rotineiramente, ndo é
realizado o diagnéstico diferencial e que a identificagcdo dos agentes contribui
para aprimorar estratégias vacinais para os caes, 0 objetivo desse projeto €

identificar o parvovirus canino, em amostras de fezes de cées.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

O parvovirus canino € um virus pequeno (20 a 25 nm de diametro), nédo
envelopado e formato icosaédrico, pertencente a a familia Parvoviridae.Seu
genoma é composto por DNA de fita simples.*56

Foi isolado pela primeira vez na década de 1970, como uma variante do
virus da Panleucopenia Felina, onde foi levantada uma hipétese de que o virus
tivesse sofrido mutacdes génicas através de carnivoros selvagens’. Essa
variante encontrada, foi denominada CPV-2. Teve essa denominacdo para
diferenciacdo do CPV-1 ou CMV (Minute Virus of Canines), que ja havia sido

isolado pelo Dr. Leonard Binn em 1968, e considerado até entdo assintomatico.
8,9,10

Posteriormente outras duas variantes antigénicas foram descobertas nos
anos 1980, a CPV-2a e CPV-2b que substituiram a primeira CPV-2.
Recentemente, foi descrita uma nova variante 2c, que difere das outras apenas

no aminodacido 426 na regido VP2.1!

No ambiente, o CPV tem uma alta resisténcia a desinfetantes e
detergentes, variacbes de temperatura e pH, devido a sua caracteristica nao
envelopada, dificultando sua eliminacdo do ambiente e facilitando a
disseminacao do agente, que persiste por muito tempo em areas contaminadas.

Sendo sensivel apenas ao formol e ao hipoclorito de sédio.*?

2.2 EPIDEMIOLOGIA

A infeccdo pelo parvovirus tem sido reportada em cdes domésticos e
selvagens, como coiotes (Canis latrans) e raposas (Vulpes vulpes), além de
outros animais selvagens. Relacdes filogenéticas entre CPV de diferentes

espécies animais, sugerem que todos sao derivados de um mesmo antepassado
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em comum, semelhantes ao virus de diferentes espécies animais selvagens,

podendo haver a transmissédo entre canideos selvagens domésticos. 13

O CPV-1 é de origem desconhecida, segundo Lammet al 12 ele esta mais
relacionado com o parvovirus bovino (BPV). Acreditava-se que era apatogénico.
Hoje € sabido que cdes podem ser infectados, e podem apresentar ou nao
sintomas. Quando a infeccdo € sintomatica, os sintomas variam entre vomito,

diarreia, dificuldade respiratéria ou até mesmo 6bito subito.%?

Em 1978 surgiu o CPV-2, em forma de surtos, com animais apresentando
vomito e diarreia, resultando em alta morbidade e letalidade.®12

Segundo Miranda et al 6, o CPV e o FPV séo idénticos em 98% do DNA,
e 0 CPV-2 surgiu devido a seis mutacdes génicas em seu material genético, o
que contribuiu para CPV-2 para pudesse se replicar em hospedeiros caninos,

entretanto perdeu a eficiéncia em replicar-se em felideos.

Cerca de 2 a 3 anos apos emergir a CPV-2, surgiram 2 novas variantes
génicas, CPV-2a e CPV-2b indicando uma forte vantagem epidemioldgica sobre
o CPV-2. Nos estados Unidos foram feitos estudos em coiotes selvagens (Canis
latrans) onde observaram que os mesmos haviam sido infectados pelas 2 novas

variantes genéticas. 614

Durante os anos de 1980 a CPV-2a era considerada predominante, sendo

gue anos seguintes a CPV-2b foi a que predominou, durante os anos 1990. 1°

A CPV-2c foi descrita inicialmente por Buonavoglia et al ! na Italia. Foi
descrita posteriormente em outros paises®?®, mostrando-se uma cepa
altamente virulenta, e predominante nos ultimos anos. Animais adultos que antes
nao eram infectados com frequéncia, hoje sdo mais propensos. As vacinas tem
eficacia duvidosa em relacdo a esta nova variante que que favorece o surgimento

de surtos da doenca.?
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2.3 DISTRIBUICAO MUNDIAL

A distribuicdo global do virus inicia-se pela substituicdo do CPV-2 pelo
CPV-2a. Foram relatadas infec¢cdes em varias regides como o continente
Africano, Asiatico, Americano, Europeu e na Australia. 7. 20-24

No fim de 1983 a infeccéo por CPV j& havia sido descrita em 50 paises,
ganhando uma propor¢cdo mundial, sendo relatada nos cinco continentes.
Atualmente a CPV-2c tem se espalhado drasticamente, prevalecendo em
regibes do continente europeu, e na América do Sul. Se mostrou prevalente
pelos ultimos estudos em paises como Brasil Argentina e Uruguai, sendo
relatada em 21 paises. A predominancia de cada cepa pode variar entre as
regibes de uma mesmo pais. Estatisticamente é dificil indicar em proporgdes as
cepas predominantes, entretanto, todas (2a, 2b, e 2c¢) sdo encontradas ao redor

do mundo como mostra as figuras 1, 2 e 3. 232526

Figural. Distribuicdo da variante CPV-2a em cées pelo mundo

Fonte: (Miranda 2016)°
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Figura2. Distribuicdo da variante CPV-2b no mundo.

Fonte: (Miranda 2016)°

Figura3. Distribuicdo da variante CPV-2c no mundo

Fonte: (Miranda 2016)°
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2.4 PATOGENESE E SINAIS CLINICOS

A replicacéo viral ocorre no nucleo da celular, e requer células que se
replicam mais rapidamente, como células epiteliais presentes nas criptas

intestinais, células precursoras da medula éssea e células do miocardio.??’

A principal via de transmissdo é a via fecal-oral. O virus invade o
hospedeiro, multiplica-se no tecido linfoide em conjunto ao gastroentérico,
causando viremia, atinge as criptas através dos linfécitos, causando destruicédo
do epitélio e encurtamento dos vilos. Eventualmente podem atingir figado e
coragdo, provocando insuficiéncia hepatica e miocardica, sendo que este é
ocasionado em cées infectados ainda no Utero. A mortalidade é alta e os sinais
mais usualmente visualizados séo de diarreia e vomito, com alta morbidade e
baixa letalidade. Em caes adultos, a mortalidade é de 1% enquanto que para
filhotes pode ser de até 70%. 82829

Em filhotes, o periodo de incubacéo varia entre 3 a 7 dias. Os sinais
clinicos sado inespecificos e iniciam-se logo apds esse periodo, sendo o vomito,
a diarreia mucoide seguida de hemorragica, hiporexia seguida de anorexia,
depressdo sdo os mais frequentes, febre e desidratacdo geralmente estdo
associadas.?”?® Podem ocorrer sinais de septicemia, quando bactérias

oportunistas ganham circulacéo, devido ao dano causado no intestino. 8

Filhotes, entre 6 semanas e 6 meses, sd0 mais comumente infectados
pelo parvovirus, alguns fatores como a falta de imunidade materna, infestacao
por parasitas e condicfes estressantes em que sdo submetido podem explicar
essa maior suceptibilidade8, entretanto, a descoberta da nova variante génica

tornou cades adultos susceptiveis, ocorrendo casos em forma de surtos. *?

2.5 DIAGNOSTICO

Existem tipos diferentes de diagnostico para o parvovirus, dentre eles o

clinico, que é sempre sugestivo, onde basicamente se faz necessario uma
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abordagem inicial sobre a histdria clinica do animal doente, além de um exame
fisico completo. Seguido de diagnosticos laboratoriais, dentre esses:

hemograma, bioquimica sanguinea e urindlise. 3°

Devido aos sinais inespecificos, o diagnostico diferencial se faz
necessario para que se descarte outras enfermidades que possuem 0s mesmos

sintomas. 4°

Alteracbes como neutropenia e leucopenia sao alteracfes encontradas

com frequéncia em hemogramas.>19:3

Ha alguns testes comerciais disponiveis (SNAP) que detectam o antigeno
nas fezes com alta especificidade e baixa sensibilidade. Animais vacinados com
vacinas atenuadas podem ter resultados falsos positivos. Este teste tem baixa

sensibilidade para a detecgdo do CPV-2c. *?

Pode ser feito o diagnostico post mortem, através de avaliag6es micro e
macroscopicas. Alteracdbes como enterite segmentar, sao facilmente
visualizadas, onde a camada serosa fica com aspecto mais grosseiro e de
coloracéo enegrecida. Nos achados histopatoldgicos, séo evidenciadas areas de

necrose dos vilos intestinais, além de perda da arquitetura. 12

Além desses estes sorolégicos como Elisa, que diagnosticam infeccdes
denominadas ativas onde sdo encontradas imunoglobulinas da classe IgM no
soro, Hemaglutinacdo, Inibicdo da Hemaglutinacdo, e reacdo em cadeia
polimerase (PCR). A PCR detecta mais de 90% dos animais infectados dependo

de fatores como primers utilizados. 812

2.6 TRATAMENTO

O animal infectado necessita de hospitalizacdo e monitoramento

constantes. 30
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O tratamento consiste basicamente na amenizagdo dos sintomas. O
fornecimento de fluidoterapia se faz necesséario para animais em estado de
desidratacdo. Uma profilaxia com antibiéticos para evitar uma possivel infeccao
secundaria por bactérias, como observado em um estudo feito por Silva et al'®
onde foram identificados a presenca de Clostridium perfringens e C. difficile em
cdes positivos ao CPV-2b. Se presenca de vOmitos, administragcdo de

antieméticos é preconizada e corticoesteréides no tratamento de endotoxemia.*?

7

Em pacientes com anorexia grave, é necessario a administracdo de
nutricdo paraenteral, que nada mais € que o fornecimento em pequenas
guantidades de nutrientes e eletrélitos que sao facilmente absorvidos, através de
um tubo nasoesofdgico, e com a adequacdo do paciente, o fornecimento
posterior de nutricdo enteral. Uso de adsorventes para proteger a mucosa
intestinal pela ligacdo e eliminacdo de bactérias e toxinas e probiéticos, para o

repovoamento da flora intestinal sdo preconizados. %

2.7 PROFILAXIA

Métodos profilaticos sdo essenciais para animais susceptiveis ao
parvovirus, principalmente filhotes, que s&o os mais acometidos. A transferéncia
de imunidade para estes animais podem ser fornecidas a estes animais através

da ingestéo de colostro, via transplacentaria e vacinais. & 32

Héa diversas vacinas disponiveis no mercado para o CPV-2, que séo
recomendadas para evitar a infeccdo dos animais pelo parvovirus. Em filhotes &
recomendada a aplicagcdo 2 a 3 semanas antes que 0s anticorpos recebidos
pelos colostro diminuam significativamente pela 8 a 12 semana de vida. A
eficacia da vacina em filhotes de 6 semanas é de 25%, enquanto que em adultos
e filhotes a partir de 18 semanas de vida, € de 95%, isso ocorre devido a

presenca de anticorpos recebidos da méae, presentes nesses filhotes mais jovens
33
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O protocolo vacinal deve ser feito entre na 6°, 9°, 12° semana de vida. As
vacinas vivas modificadas sao altamente eficazes, promovem reagado cruzada
para as cepas CPV-2, CPV-2a e CPV-2b, ndo sendo comprovado a protecao

contra o0 CPV-2c. Nao ha relatos de vacinas para o CPV-1.812:29

Além de vacinas, é preconizado em canis principalmente, onde podem
haver surto da doenca, o uso de medidas profilaticas, como quarentena para
animais oriundos de outros locais, ou com sintomas suspeitos, o uso de produtos
capazes de inativacdo viral, na limpeza dos ambientes, devido sua alta

resisténcia.81?

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Detectar o parvovovirus canino em amostras de fezes de animais com e

sem diarreia.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS CLINICAS

Foram processadas 207 amostras de fezes de cées oriundos do Hospital
Veterinario da Escola de Veterinaria da UFMG, pertencentes a um banco de

amostras clinicas do Laboratério de Zoonoses Bacterianas da FMVZ USP.
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4.2 IDENTIFICACAO DOS ENTEROPATOGENOS

A extracdo do material genético foi feita com reagente DNazol®
(Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

O CPV foi identificado por meio da reagcdo em cadeia pela polimerase
(PCR). Foi usado o protocolo descrito por Buonavoglia et al'* com os primers
para VP2 555F (5-CAGGAAGATATCCAGAAGGA-3') e 555R (5-
GGTGCTAGTTGATATGTAATAAACA-3’) que geram um amplificado de 583
pares de bases (pb).

5 FORMA DE ANALISE

A andlise foi feita de forma descritiva.

6 RESULTADOS

Foram analisada ao total 207 amostras, sendo 88 de cdes com fezes
diarréicas, 80 de cdes com fezes com consisténcia hormal e 36, sem informacao.
Das amostras analisadas, 30,4 % (63/207) foram positivas para CPV-2,
senso que 63,5% eram de caes com diarreia, 11,1 %, sem e 25,4% n&o foi

possivel obter histérico (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: percentual de amostras negativas e positivas para CPV-2 de animais

oriundos do Hospital Veterinario da UFMG. Séo Paulo, 2017
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Figura 5. Eletroforese em em gel de agarose 1,5 % de amostras positivas para

0 parvovirus. S&o Paulo, 2017.

L 4

100 C+ C51 €52 C53 €54 €56 C57 €58 €59 €60 C61C55 C62 €63 C64 CROCAR 13 D5 D6 D7 101 102 HViI3C- 100



22

7 DISCUSSAO

A Parvovirose canina tem se mostrado de grande importancia na clinica
médica de pequenos animais, devido sua alta prevaléncia e resisténcia no
ambiente, o que dificulta sua erradicagao, sendo a vacinacao a principal forma

de controle para esta enfermidade.®

Os animais que sdo mais usualmente acometidos pelas gastroenterites
sdo os de 6 semanas a 6 meses de idade.® Um estudo feito por Pinto et al*®> mais
de 95% dos animais estudados se encaixam nesta faixa etéria. No presente
estudo os dados sobre a idade dos animais n&o foram obtidos.

De 63 amostras positivas,12 dos animais ndo apresentavam sinais de
gastroenterite hemorragica, sugerindo que o grau de severidade da doenca varia
devido a vérios fatores, dentre eles: o grau de imunidade materna e sistema
imune presente no portador, viruléncia da cepa e a quantidade de carga viral.?®
No presente estudo, mais de 63% das amostras positivas eram oriundas de caes
com GEH, o que refor¢a o dado do estudo citado acima.

No presente trabalho foi investigado 207 amostras fecais de caes, onde
63 mostraram-se positivas para o CPV-2. Para uma abordagem mais especifica
€ necessario ainda o sequenciamento, ja que O parvovirus possui variantes

antigénicas (2,0 2a, 0 2b e 0 2¢).

O primeiro relato de uma variante antigénica do tipo 2b foi descrito na Italia
por Buonavoglia et al ** onde foram avaliados 2 isolados de CPV e foi encontrado
duas alteragdes em aminoacidos distintos, Ser-297 para Ala e Asp-426 para Glu,
indicando uma dire¢&do na evolugdo genética, posteriormente chamada de CPV-
2c.

Tendo esta informacdo como base, tem sido feitos estudos na pesquisa
dessa nova variante genética. Na América do Sul, foi detectado pela primeira vez
a variante 2c por Perez et al '8, no Uruguai. Através de um estudo, onde foram
analisadas 30 amostras de fezes de cdes vacinados e néo vacinados, pela PCR,

resultando em mais de 80% (25/30) de positividade para CPV-2, posteriormente
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foi feito 0 sequenciamento e detectado a variante. Foi detectada também nos
Estados Unidos, em 7 amostras de 27 positivas para o CPV-2, originadas de
cdes vacinados, com 2 ou 3 doses de vacinas comerciais. Essas amostras eram
provenientes de cinco estados diferentes caracterizando que a distribuicdo é

generalizada. 1°

Ja no Brasil, a primeira deteccéo foi feita por Streck et al*!, onde 9 de 20
amostras foram positivas para o CPV-2 e dessas, 7 foram descritas como o tipo
2c¢. Um segundo um estudo feito por Monteiro et al 3, onde o CPV-2b foi o subtipo
predominante encontrado em suas amostras analisadas e foi constatado que o
CPV-2c ja é circulante no estado de Sdo Paulo. Um grupo de pesquisadores do
Rio Grande do Sul analisaram amostras de seis estados brasileiros, onde 78,6
% foram positivos para CPV-2c, sendo que destes, 6 animais obtinham um
cronograma de vacinacdo completo, Concluindo que o 2c foi predominante entre
os anos de 2008 e 2010. ®

Um estudo foi realizado por Decaroet al*®> em um canil na Italia, com um
surto de gastroenterites. Os animais foram alojados em locais diferentes
totalizando 98 cées (60 Bernese, 35 dachshunds e 3 collies) Os animais foram
vacinados com protocolos adequados. As vacinas utilizadas foram para o CVP-
2. Dos 98 cées, 11 ficaram doentes, destes, uma fémea da raca Bernese veio a
Obito. Foram coletados materiais para analise, e posteriormente isolado a
variante CPV-2c. Foi concluido, que a possibilidade de uma variante 2c infectar
cées vacinados é altamente provavel,ja que a imunidade induzida pela estirpe
da vacina CPV-2 ndo foi capaz de garantir protecdo adequada contra uma estirpe

de campo.

O acompanhamento da mutagéo entre as cepas do parvovirus canino €
indispensavel, além de testes com vacinais que determinem a eficiéncia de

vacinas contra novas variantes génicas. 3

Com os resultados apresentados por diversos trabalhos feitos em
diferentes locais € possivel analisar claramente a mutagédo genética apresentada
pelo virus da parvo, em que nos ultimos anos foi possivel detectar uma nova
variante genética, a CPV-2c, onde ha relatos em que a vacina ndo mostra-se

efetiva contra o mesmo. Por isso é necessario acompanhar a evolugédo viral e
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distribuicdo geografica para identificar a prevaléncia dos subtipos de cada regido

e pela busca de novos métodos profilaticos, com vacinas mais especificas.

8 CONCLUSAO

Com o presente trabalho pode-se concluir que 30,4 % (63/207) foram

positivas para o CPV-2.
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