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RESUMO

O parvovirus canino (CPV) foi descrito no final da década de 1970 e ¢ considerado
uma das principais causas de diarréia e mortalidade em filhotes de caes. Na década de 90, os
variantes antigénicos CPV-2a e CPV-2b substituiram completamente o tipo 2 original e se
distribuiram amplamente na populagdo canina mundial. A cepa CPV-2c foi descrita na Italia
em 2001, sofrendo alteracio em um aminoacido (Asp-426 para Glu-426) de um sitio
antigenicamente importante. Esta mutacdo também foi detectada no Vietnam (2004), Espanha
(2006), Estados Unidos (2007) e no Uruguai (2007). Em 2009, nosso grupo de pesquisa
identificou o tipo 2c em amostras de fezes caninas oriundas da regido metropolitana de Porto
Alegre (RS). O presente trabalho tem como objetivos detectar CPV-2 de diferentes regides do
Brasil e determinar os tipos antigénicos predominantes. Foram utilizadas amostras de fezes ou
suabes retais de caes com idade entre 1 més e 1 ano, de ambos os géneros e ragas distintas, de
municipios do Rio Grande do Sul e diferentes Estados do Brasil. O DNA total das amostras
foi extraido através de kit comercial a base de silica, sendo amplificado, por PCR, um
fragmento de 583 pares de bases do gene VP2. Os produtos de amplificagdo foram
purificados, seqiienciados, alinhados pelo método Clustal através do software Bioedit 7.0.0 e
submetidos ao GenBank Os resultados obtidos com anélise de 130 amostras demonstraram
30,8 % (40/130) de positividade para CPV-2. Foram seqiienciadas 23 amostras de CPV-2
oriundas do Estado do Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina, identificando 82,61 %
(19/23) do tipo 2c, 13,04 % (3/23) do tipo 2b e 4,35 % (1/23) do tipo 2a. Os resultados deste
projeto demonstram que a variante antigénica CPV-2c ja est4 circulando em toda Regido Sul

do Brasil.

Palavras chaves: parvovirus canino, diagndstico, detec¢do, caracterizagdo, genotipagem.



ABSTRACT

Canine parvovirus (CPV) was described in the late 1970s and is currently one of the
major causes of diarrhea and death among puppies. In the 1990s, CPV-2a and CPV-2b
antigenic variants completely replaced original type 2 and rapidly spread to the canine
population worldwide. The CPV-2c strain was described in Italy in 2001, with one amino acid
change (Asp-426 to Glu-426) on a major antigenic site. This mutation was also detected in
Vietnam (2004), Spain (2006), the United States (2007) and Uruguay (2007). In 2009, our
research group detected type 2c in fecal samples of dogs in the metropolitan region of Porto
Alegre, in southern Brazil. The aims of the present study were to detect CPV-2 in different
Brazilian regions and to determine the predominant antigenic types. Fecal samples or rectal
swabs obtained from male and female dogs of different breeds aged 1 month to 1 year, from
different towns in the state of Rio Grande do Sul and from different Brazilian states, were
analyzed. The total DNA of the samples was extracted using a commercially available silica-
based kit, with PCR amplification of a fragment of 583 VP2 gene base pairs. The
amplification products were purified, sequenced, aligned by the Clustal method by the Bioedit
7.0.0 software and submitted to GenBank. The analysis revealed that 40 (30.8%) out of 130
samples were positive for CPV-2. A total of 23 CPV-2 strains from the states of Rio Grande
do Sul, Paran4 and Santa Catarina were sequenced, with detection of 82.61% (19/23) of type
2¢, 13.04% (3/23) of type 2b and 4.35% (1/23) of type 2a. Our results indicate that the CPV-

2c strain is widely disseminated in southern Brazil.

Keywords: canine parvovirus, diagnosis, detection, characterization, genotyping.
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1 INTRODUCAO

Doengas gastroentéricas compdem grande parte da casuistica da clinica médica de
pequenos animais, cujos sinais clinicos tipicos sdo evidenciados através de vomitos e diarréias
(BURROWS; BATT; SHERDING, 1997). As enterites virais sao consideradas uma das
causas mais comuns de diarréia infecciosa em cdes com menos de 6 meses de idade. Dentre os
principais agentes virais causadores de diarréias estdo o parvovirus (CPV), o coronavirus
(CCV), o rotavirus (CRV) canino e o virus da cinomose (HOSKINS, 1997; TAMS, 2005).

Desde o final dos anos setenta, o CPV ganhou destaque como um dos principais
agentes etiologicos de gastrenterites infecciosas em caes jovens (APPEL et al., 1979;
MORAES; COSTA, 2007). Assim, a parvovirose canina, por sua elevada freqiiéncia aliada a
grande resisténcia no meio ambiente, tem se destacado, dentre as demais, por apresentar altas
taxas de morbidade e mortalidade (OTTO et al., 2001). O CPV foi primeiramente isolado em
1978 e, desde entdo, deu origem a novos tipos antigénicos que se difundiram na populagdo de
caes (APPEL et al., 1979; MORAES; COSTA, 2007).

Com o tempo, o virus original foi suplantado pelas variantes antigénicas CPV-2a e
CPV-2b sendo rapidamente substituido (DECARO, 2008). Um virus CPV-2 mutante com
uma alteracdo (Asp-426 para Glu-426) em um sitio antigenicamente importante foi
reconhecido na Italia em 2000 (BUONAVOGLIA et. al., 2001). A nova variante, denominada
2c, também foi identificada no Vietna e na Espanha por Nakamura et al. (2004) e Decaro et
al. (2006), respectivamente. Na América do Sul, o primeiro relato desta nova cepa foi no
Uruguai por Pérez et al. (2007). Recentemente, Streck et al. (2009) identificaram o tipo 2¢c em
amostras de fezes caninas oriundas da regido metropolitana de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil.

Neste trabalho, sera feita uma revisdo bibliografica sobre o CPV como principal agente
de gastroenterites virais que acometem os caes e serd descrito um experimento realizado pela
académica que objetivou a detecgdo de cepas de CPV-2 que circulam em diferentes regides do

Brasil e determinar os tipos antigénicos predominantes.
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2 PARVOVIRUS CANINO

2.1 Etiologia

O parvovirus canino ¢ um patdégeno de grande importancia em medicina veterinaria,
propriedades unicas do virus tornam-o um agente emergente e reemergente de caes em todo o
mundo (BUONAVOGLIA et. al., 2001; DECARO et. al., 2007).

O CPV pertence a familia Parvoviridae, caracteriza-se por ser um virus pequeno (20 a
25 nm), esférico, com capsideo icosaédrico e possuir uma molécula de DNA linear de fita
simples como genoma (MORAES; COSTA, 2007). Sao extremamente estdveis no ambiente e
relativamente resistentes aos desinfetantes, pois sdo virus ndo envelopados (MARULAPPA;
KAPIL, 2009).

A parvovirose canina foi descrita no final da década de 1970, disseminando-se com
muita rapidez por varios paises. Anteriormente, o virus era reconhecido como virus minuto
dos caes (CnMV), pertencente ao género Bocavirus. Em 1978, surgiu o parvovirus canino tipo
2 (CPV-2) do género Parvovirus, que sofreu, posteriormente, alteragdes genéticas que
originaram os tipos CPV-2a e CPV-2b. Essas diferengas entre essas duas cepas sao minimas,
o que confere uma boa protecao cruzada (MORAIS; COSTA, 2007).

A origem do CPV-2 tem como hipotese mais provavel a mutagdo de outro virus, o
FPLV (virus da panleucopenia felina), o qual difere em menos de 1% do seu genoma
(PARRISH, 1999; TRUYEN, 1999). Com o tempo, o CPV-2 foi sendo substituido, na
populagdo canina, pelas variantes antigénicas CPV-2a e CPV-2b (PRATELLI et al., 2001).
Segundo Truyen (2006), a cepa CPV-2 ¢ diferenciada das outras pelo uso de anticorpos
monoclonais especificos. O CPV-2 replica-se em células felinas in vitro, mas ndo in vivo
(TRUYEN; PARRISH, 1992). As novas variantes antigénicas, em contraste, replicam-se em
gatos, podendo induzir doenga clinica (TRUYEN et al., 1996). Estes novos tipos diferem do
tipo original 2 por mudancas em aminoacidos especificos do capsideo e por infectarem caes e
gatos (DECARO et al., 2005)

Uma terceira variante do CPV, cuja primeira denomina¢do foi mutante Glu-426 e
subseqiientemente renomeada para CPV-2c, foi detectada na Itdlia em 2000
(BUONAVOGLIA et al., 2001). A cepa 2c diferencia-se das outras por apresentar na posi¢ao
426 da proteina VP2 do capsideo, uma substituicdo dos aminoacidos Asn e Asp pelo Glu

(HONG et al., 2007).
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2.2 Epidemiologia

Desde sua descoberta, o CPV, sempre esteve relacionado com altas taxas de
morbidade e mortalidade, sendo sua gravidade inicialmente atribuida a falta de imunidade
natural da populacdo canina contra o virus. A vacinagdo e a resisténcia natural contra a
doencga deveria conferir maior resisténcia aos caes, entretanto, a alta incidéncia da infec¢ao se
mantém em animais com idade entre 6 semanas ¢ 6 meses (MORAIS; COSTA, 2007). A
evolugdo clinica apos a exposi¢ao ao CPV depende, em grande parte, do grau de imunidade
materna, viruléncia da cepa viral, dose infectante do virus e da defesa imunoldgica do
hospedeiro (TAMS, 2005; NELSON; COUTO, 2006).

Os filhotes sdo mais propensos ao desenvolvimento da gastrenterite hemorragica pelo
CPV, porém caes de qualquer idade, género ou raca podem ser acometidos (PARRISH, 1999;
MCCANDLISH, 2001; MORALIS; COSTA, 2007). Algumas racas de caes de médio e grande
porte, como Doberman, Labrador, Pastor Alemao, Pit Bull e Rottweiler, podem ser mais
suscetiveis e vir a desenvolver uma doenga mais grave quando infectados (NELSON e
COUTO, 2006; MORAIS; COSTA, 2007). Nas populacdes suscetiveis, alguns animais
adultos fazem soroconversdo sem manifestar sinais, indicando que ¢ comum a infec¢do
branda ou inaparente, enquanto que a enterite pode se disseminar rapidamente pelos animais
mais jovens (HOSKINS, 2004). No entanto, a indu¢do da imunidade ativa dos filhotes ¢
bloqueada pela imunidade materna em filhotes de cdes. A estabilidade do CPV no ambiente
do canil e a excrecdo de grandes quantidades de virus por animais doentes podem expor
filhotes suscetiveis a doses infecciosas macicas do agente. Esta janela de susceptibilidade
imunologica coincide com o desmame nos filhotes, que ocorre na faixa etaria de 6 a 8
semanas de idade. Oito semanas ¢ a idade em que o maior nimero de filhotes sucumbe ao
CPV (MARULAPPA; KAPIL, 2009). Moraes e Costa (2007) reforcam que antes das 6
semanas de idade, normalmente, os filhotes encontram-se protegidos contra a infeccao através
dos anticorpos maternos. No entanto, o periodo da janela de susceptibiliodade, os titulos de
anticorpos sao insuficientes para proteger da doenca e, em contra partida, bloqueiam o
desenvolvimento de uma resposta imune efetiva pelas vacinas. Esse periodo pode explicar
porque alguns animais, mesmo adequadamente vacinados, desenvolvem a infeccdo
(MARULAPPA; KAPIL, 2009).

A parvovirose canina ¢ uma doenca viral altamente contagiosa causada pela presenga
do CPV-2 no ambiente contaminado por material fecal. Como facilitadores da transmissao

viral, ha também a participagdo do homem, roedores e insetos (HOSKINS, 1997). A infecgdo,
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portanto, ocorre por exposicdo oro-nasal a fezes, foOmites ou ambientes contaminados
(MORAES; COSTA, 2007). O virus ¢ extremamente resistente, sobrevivendo nas fezes em
temperatura ambiente por mais de um ano e em solo contaminado por cinco meses
(GORDON; ANGRICK, 1986).

Entre os parvovirus de carnivoros, o virus da panleucopenia felina (FPLV) ¢
conhecido desde 1920, enquanto o parvovirus canino (CPV) emergiu apenas como um
patogeno do cdo, no final dos anos 70 (TRUYEN, 2006). Outra diferenca importante entre
esses dois parvovirus ¢ que o FPLV muta em taxas lentas (DECARO et. al., 2008), enquanto
o CPV mostra as taxas de substituicdes gendmica similares aos dos virus RNA, com valores
de cerca de 10™ substituicdes sitio/ano (SHACKELTON et. al., 2005). Portanto, logo apo6s seu
surgimento, o tipo original CPV-2 deu origem a variante antigénica CPV-2a através de cinco
ou seis mutagdes de aminoacidos na principal proteina do capsideo. Uma segunda variante,
CPV-2b, foi identificada alguns anos mais tarde (PARRISH et al., 1991). Pereira et al. (2000)
identificaram, em amostras de fezes caninas, as cepas presentes em varias regides do Brasil.
As amostras foram coletadas de caes com sintomatologia para parvovirose nos anos de 1980-
1986 ¢ 1990-1995 e testadas através da PCR. A predominancia da cepa da década de 80 foi a
CPV-2a e da década de 90 a CPV-2b.

A terceira variante, CPV-2c, foi descoberta na Italia em 2000 (BUONAVOGLIA et
al., 2001), apresentando uma capacidade para se espalhar rapidamente através da populagao
canina naquele pais (DECARO et. al., 2006), bem como em outros paises europeus, na Asia
(NAKAMURA et. al., 2004) e nas Américas (HONG et. al., 2007; KAPIL et. al., 2007,
PEREZ et. al., 2007; STRECK et al., 2009).

Embora os primeiros relatos mostrassem uma baixa patogenicidade do CPV-2c, dados
experimentais € observagdes de campo indicam, atualmente, um curso clinico mais grave e
maiores taxas de mortalidade associadas a infec¢ao pelo CPV-2¢, bem como a sua capacidade
de infectar e causar doenca em cdes adultos, mesmo adequadamente vacinados (DECARO et.
al., 2008).

As vacinas comerciais atualmente no mercado, possuem as cepas 2 e 2b, ndo existindo
nenhuma vacina com a cepa 2¢c (MARULAPPA; KAPIL, 2009). Contudo, as pesquisas
divergem sobre a protecao dessas vacinas frente ao desafio com a cepa 2c (BUONAVOGLIA
et al., 2001; NAKAMURA et. al., 2004; HONG et. al., 2007; KAPIL et. al., 2007; PEREZ et.
al., 2007).
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2.3 Patogenia

O CPV-2 normalmente causa sinais clinicos em 5 a 12 dias ap6s o animal se infectar
por via fecal-oral. O virus invade e destroi, rapidamente, as células com alta divisao mitotica,
como por exemplo, as precursoras da medula 6ssea, epitélio das criptas intestinais (NELSON;
COUTO, 2006). Contudo, o periodo de incubagdo ¢ dependente de outros fatores como o grau
de viremia e o indice de mitose da cripta intestinal (MCCANDLISH, 2001).

Apo6s a exposicao oro nasal, o virus replica nos tecidos linféides da orofaringe e atinge
a corrente sangiiinea. Marcada viremia plasmatica, que ocorre do primeiro ao quinto dia apos
a infeccdo, dissemina o virus para os tecidos de rapida divisdo celular (MORAES; COSTA,
2007). A resposta imune inicial, de cada individuo, determinard a magnitude da viremia e a
gravidade dos sinais clinicos (STROMBECK; GUILFORD, 1991).

O ciclo replicativo do CPV-2 inicia pelo reconhecimento e ligacdo dos virions a
receptores celulares (canine transferrin receptor—-TFR) que estdo em grande quantidade nas
células com alta taxa de mitose. O CPV-2 realiza sua replicacdo no nucleo da célula
parasitada, quando essa se encontra na fase S do ciclo de divisao celular, utilizando a DNA
polimerase do seu hospedeiro para sintese do seu DNA. O parvovirus canino ¢ um agente
viral citopatico, provocando a lise da célula infectada (JONES et al., 2000).

A conseqiiéncia imediata da infec¢do intestinal ¢ o achatamento das vilosidades, o
colapso e a necrose intestinal, com exposi¢do da lamina propria da mucosa. A diarréia,
resultante da ma absor¢do, costuma ser hemorragica, pelo sangramento de capilares
subjacentes ao revestimento epitelial da mucosa (MORAES; COSTA, 2007). Para
McCandlish (2001), o vomito se deve as lesdes no intestino delgado proximal e ndo a gastrite.
Linfopenia e neutropenia sdo geralmente resultantes da replicacdo do virus nas células
linféides e da medula 6ssea (MORAES; COSTA, 2007). A anorexia, vOmito e diarréia sao
quadros patoldgicos caracteristicos da parvovirose que cursam com alteragdes do equilibrio
acido-basico e hidroeletrolitico no organismo do animal. Ambos os quadros clinicos cursam
com desidratacdo. Na diarréia, a perda de liquidos ¢ acompanhada de diminuig¢do de
bicarbonato de sodio, levando a acidose metabolica. A deplecao de eletrolitos (Na, K, Cl) e
alteragdes no metabolismo energético, causam hipoglicemia grave. Os vomitos prolongados
resultam em alcalose metabolica por perda de acido cloridrico, (GONZALEZ; SILVA , 2006).

A septicemia ocorre em casos de enterite por parvovirus como resultado de absorg¢ao
de toxinas pré-formadas, assim como de bactérias intactas através do epitélio intestinal lesado.

A bacteremia tem maior probabilidade de ocorrer em pacientes leucopénicos (TAMS, 2005)
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Moraes e Costa (2007) relataram que a excre¢do do CPV-2 nas fezes inicia no terceiro
ou quarto dia apos a infec¢do e se intensifica com o surgimento dos sinais clinicos, ja o
término da excrecdo viral estd provavelmente relacionado com o desenvolvimento da

imunidade.

2.4 Sinais Clinicos

Nelson e Couto (2001) elucidam a idéia que muitos caes sao submetidos a consulta por
apresentarem prostragdo (Figura 1), anorexia e/ou vOmitos que pode, por exemplo, se
assemelhar a ingestdo de corpos estranhos e ndo necessariamente a uma gastrenterite
infecciosa. A diarréia, em geral, pode estar ausente nas primeiras 24 a 48 horas da doenga e,
quando ocorre, nem sempre se apresenta de forma hemorragica. O vomito ¢, normalmente,

um achado predominante e pode ser grave o suficiente para causar esofagite.

Figura 1 - Prostracdo e anorexia em um
filhote canino com parvovirose.

A apresentacdo tipica da gastrenterite hemorragica (GEH) ocorre geralmente em caes

jovens ndo vacinados (MORAES; COSTA, 2007) (Figura 2).
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Figura 2 - Gastroenterite hemorragica em
um filhote canino com parvovirose.

A diarréia apresenta-se de diferentes formas, onde s3o identificadas fezes de cor
amarelada, hemorragicas (Figura 3) ou com estrias de sangue. Normalmente, ¢ caracterizada
por apresentar um odor desagradavel (APPEL et al., 1979). Com a progressdao dos sinais

clinicos é observada uma acentuada desidratagdo (DECARO et al., 2005).

Figura 3 — Fezes hemorragicas de odor
desagradavel sdo caracteristicas comuns em
caes infectados por parvovirus.

Animais infectados demonstram, no hemograma, leucopenia, neutropenia e linfopenia,
podendo ocorrer leucocitose na fase de recuperacdo. A anemia € justificada pela perda de
sangiliinea intestinal (MORAES; COSTA, 2007) e o hematocrito elevado ¢ resultante da
desidratacdo. Os niveis de uréia e creatinina aumentados sdo conseqiiéncia da oliguria e

azotemia pré-renal (GONZALEZ; SILVA, 2006). A hipoalbuminemia e anormalidades
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eletroliticas como hiponatremia, hipocalemia e hipocloremia sdo vistas em 25-33% dos caes.
A enzima alanina aminotransferase (ALT) encontra-se elevada em aproximadamente 25% dos
cdes e anormalidades 4cido-basicas podem ser vistas em caes severamente afetados,
geralmente sendo sugestivas de acidose metabolica (STROMBECK; GUILFORD, 1991).
Alteragdes na temperatura retal, como hipertermia, podem ser observadas em decorréncia da
propria infeccdo viral ou bacteriana, porém, alguns cdes devido a evolugdo rapida da doenca
apresentam hipotermia, septicemia e coagulacdo intravascular disseminada (CID), sinais
terminais em pacientes em choque endotoxico (HOSKINS, 2004). Os sinais clinicos de
choque inicialmente sdo: pulso normal ou fraco, palidez das mucosas, tempo de
preenchimento capilar aumentado, hipotensdo, nivel de consciéncia reduzido e temperatura
corporal baixa. Os animais ndo tratados, adequadamente, nesse estagio, evoluem para um
nivel terminal, apresentando bradicardia, mucosas palidas e ciandticas, hipotensdo grave,
anuria, estopor ou coma, Nessa situacdo, a parada cardiaca e respiratéria sdo eminentes,
levando os animais a 6bito (MORAES; COSTA, 2007).

McCandlish (2001) cita que a recuperacdo da doenca pode ser surpreendentemente
rapida, mas pode levar de 7 a 10 dias ou mais nos animais gravemente afetados, o que exige
tratamento intensivo. Os filhotes (quatro a oito semanas de idade) podem sair da normalidade
para a morte em apenas um dia, quando sdo infectados ainda no ttero da mae desenvolvendo

uma miocardite (NELSON; COUTO, 2006).

2.5 Diagnostico

O diagnostico presuntivo, na rotina clinica, geralmente ¢ feito pelo histdrico, sinais
clinicos e hemograma (MORAES; COSTA, 2007). Para Tams (2005), o inicio agudo dos
sinais clinicos em um cdo ndo vacinado, previamente, ¢ consistente com infec¢do por
parvovirus. Nelson e Couto (2006) ainda relatam que o diagndstico ¢ de um modo geral
estabelecido por tentativa, sendo a neutropenia uma alteragdo do hemograma sugestiva de
parvovirose, mas nao sensivel ou especifica o suficiente para fechar diagnostico, pois pode ser
devido a uma salmonelose ou outra infeccdo grave. .Porém, o diagnéstico definitivo de
parvovirose exige a identificagdo do virus por testes especificos (MORAES; COSTA, 2007).

A detec¢do das particulas virais nas fezes de pacientes suspeitos pode ser realizada por

intermédio de Microscopia Eletronica, Hemaglutinagdo direta (HA), isolamento viral em

cultivo celular ou Ensaio Imuno Enzimatico direto (ELISA). Estes métodos sdo os mais
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sensiveis e especificos para o diagndstico, porém dependentes do periodo de eliminagdo do
antigeno fecal, que ¢ breve e ciclico. Os testes soroldgicos indiretos, como Inibi¢do da
Hemaglutinag¢do, Soroneutralizagdo ¢ ELISA também podem ser utilizados para diagnostico
de infeccao passada, ou mesmo para o acompanhamento da condigdo imunoldgica do animal
apds vacinacdo. Concentragdes séricas elevadas de IgM podem ser observadas ainda na
primeira semana de infec¢do natural ou mesmo apds vacinagdo recente com virus atenuado. Ja
na segunda semana, as concentragoes séricas de IgG apresentam aumento, sendo a classe de
imunoglobulina predominante em ambos os casos (HOSKINS, 2004).

Devido a répida evolug¢do do CPV, testes de diagnodstico com anticorpos monoclonais
precisam ser atualizados e avaliados quanto a sensibilidade contra as variantes atuais do CPV.
De 2006 a 2008, um total de 163 amostras do CPV foram genotipadas e dessas, 13 foram
CPV-2, 82 eram do CPV-2b, 67 foram CPV-2c, e 1 foi um misto de CPV-2b e CPV-2c
(KAPIL,et al., 2007, MARULAPPA; KAPIL, 2009). Além disso, a transmissdao cruzada de
cepas de CPV ou virus relacionados ameaga a sensibilidade dos testes de anticorpos
monoclonais que estdo comercialmente disponiveis para uso em campo (MARULAPPA;
KAPIL, 2009).

O isolamento viral a partir de fezes ou de tecidos pode ser realizado em células de
origem canina, como as MDCK e A-72, e/ou em células CRFK de origem felina (MORAES;
COSTA, 2007). Strottmann et. al.(2008) cita que o isolamento em cultivo celular ¢
considerado o teste padrdo, mas a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
amplamente utilizada principalmente pela alta especificidade e sensibilidade deste teste. A
deteccdo do material genético viral, pela PCR, em amostras de fezes ¢ sem diivida o método
atual de escolha, uma vez que contribui para excluir muitos falsos positivos e falsos negativos
(DE MARI et. al., 2003). O diagnostico precoce e definitivo da etiologia das gastrenterites
caninas torna-se essencial para o tratamento e controle da disseminagdo do agente etiologico,
principalmente se o CPV estiver envolvido, e para a aloca¢do adequada de caes com outras
infecgdes gastroentéricas. Nesse aspecto, a PCR vem sendo utilizada como método eficaz
para o diagndstico de inimeras doengas de etiologia viral. Estudos anteriores demonstram que
a PCR ¢ mais especifica e sensivel para a deteccdo de CPV em fezes de cdes, quando
comparada com HA, ELISA e isolamento viral (MOCHIZUKI; HARASAWA; NAKATAN,
1993).

O diagnéstico post-mortem dos cdes acometidos pela parvovirose canina ¢ realizado
com base nos achados macroscopicos observados na necropsia e lesdes histoldgicas

caracteristicas (HOSKINS, 1997). Na necropsia observa-se a mucosa intestinal congesta,
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hemorréagica e freqlientemente recoberta por uma pseudomembrana. A medula 6ssea pode
apresentar-se liquefeita e hiperémica. A histopatologia intestinal revela necrose epitelial,
colapso das vilosidades e aumento do infiltrado inflamatoério na lamina propria (MORAES;
COSTA, 2007).

Em estudo recente, Oliveira et al. (2009) observaram que o aumento das placas de
Peyer do intestino delgado e a hiperemia da mucosa e serosa intestinal foram os achados
macroscopicos mais detectados em noventa e seis cdes necropsiados com lesdes
macroscopicas sugestivas de parvovirose canina. Microscopicamente, foi visualizada enterite
necrotica em 77% dos caes, mas em 17,7% as alteragdes histologicas do intestino delgado
ficaram prejudicadas pela autodlise, dificultando a interpretacdo. A identificagdo viral nos
tecidos pela imuno-histoquimica nao foi possivel em todos os casos, sendo o intestino delgado
o melhor 6rgao para a identificacdo do CPV, onde se obteve um niimero maior de marcagdo
positiva e uma maior quantidade de células marcadas. Entretanto, a imuno-histoquimica de
tecidos linfoides revelou um menor nimero de cortes positivos para CPV e em geral com
baixa quantidade de células linféides marcadas, resultado que sugere a rdpida passagem do
CPV nesses 6rgaos.

As alteragcdes microscopicas nem sempre sdo comprovadas pela histologia. Os achados
histopatologicos podem ser inespecificos ou sdo prejudicados por autélise, principalmente no
intestino delgado onde esta alteragdo post-mortem se apresenta precocemente (SVARA et al.,
2003). Desta forma, métodos de diagndstico auxiliares sdo necessarios para a confirmagao da

parvovirose canina.

2.6 Tratamento

O tratamento das gastrenterites infecciosas € inespecifico e de suporte. Os principais
objetivos terapéuticos consistem em restaurar o equilibrio hidrico e eletrolitico, poupar o
sistema digestorio, utilizando agentes antieméticos e antimicrobianos (HOSKINS, 2004). Os
agentes antimicrobianos sdo indicados para prevenir e controlar as septicemias bacterianas
(SHERDING, 1998). O uso de antibidticos parenterais em casos de enterites ¢ inquestionavel,
devido ao intenso comprometimento da mucosa intestinal e conseqiiente perda da barreira de
protecdo, ndo havendo, no entanto, protocolo fixo (HOSKINS, 2004). A utilizagdo de
antimicrobianos de amplo espectro ¢ necessaria contra bactérias aerobicas e anaerdbicas

facultativas (TAMS, 2005). Nestas condic¢des, antibidticos orais ndo sdo recomendados, pois
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podem alterar a microbiota intestinal em favor de patdgenos entéricos, além de promover a
difusdo e a resisténcia de microrganismos enteropatogénicos como a Salmonella sp.
(POLLOCK; CARMICHAEL, 1979). A adi¢dao de aminoglicosideo ou quinolona ¢ indicada
para o tratamento de pacientes gravemente septicémicos. Por outro lado, aminoglicosideos
podem causar insuficiéncia renal aguda e devem ser utilizados somente apds reidratagdo do
paciente. O uso em dias alternados pode minimizar seus efeitos renais € maximizar sua acao
antimicrobiana, promovendo picos do antibidtico na circulagdo com baixas concentragcdes no
restante do tempo. Mas, mesmo assim, altas doses nao podem ser utilizadas em caes
desidratados e a urindlise deve ser realizada para monitoramento da funcdo renal (TAMS,
2005).

Em poucos caes acometidos pela infeccdo a fluidoterapia subcutanea pode ser
realizada, porém, em animais com infec¢des moderadas e severas a fluidoterapia deve ser
pelas vias intravenosa ou intramedular (NELSON; COUTO, 2006).

Nos pacientes com sinais de septicemia avancada a administragdo em curto prazo de
uma mistura de glicose-insulina-potassio (3 g de glicose/unidade de insulina regular/0,5 mEq
de cloreto de potéassio/Kg, infundida durante 4 a 5 horas) pode ser justificada. Se possivel, a
mensuracdo diaria de eletrolitos séricos e da glicemia pelo menos duas vezes ao dia, sdo
recomendadas(TAMS, 2005). A hipoproteinemia freqiientemente se desenvolve de forma
rapida, em pacientes com diarréia e lesio intestinal graves (GONZALEZ; SILVA, 2006).

Foi demonstrado experimentalmente que a flunixin meglumine, antiflamatorio nao-
esteroidal, aumenta a sobrevida e ¢ recomendada no tratamento de pacientes com septicemia
em razao da enterite por parvovirus. Em virtude do potencial desse medicamento de lesionar a
mucosa gastrica, somente uma dose diaria deve ser administrada para o manejo emergencial
da septicemia em caes (TAMS, 2005).

O vomito grave e incontroldvel complica o tratamento e pode requerer a administragao
de antieméticos. Os antagonistas de receptor de H, e sucralfato liquido podem ser tteis caso
ocorra esofagite (NELSON; COUTO, 2006).

A alimentagdo e a dgua sdo retiradas pelo menos 48 a 72 horas do tratamento e,
geralmente, ndo sdo reinstituidos até que o vomito e a diarréia tenham cessado. Pequenas
quantidades de 4gua (ou dgua com eletrolitos) sdo oferecidas durante um periodo de 24 horas
e, se bem toleradas, sdo seguidas de pequenas por¢des de comida so6lida, facilmente digerivel
e suave nos varios dias seguintes (TAMS, 2005). Se for necessaria, a nutricdo parenteral total
pode ser utilizada para a manuten¢do da vida do paciente, que ndo ¢ capaz de se alimentar por

via oral (NELSON; COUTO, 2006).
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Para Tams (2005), a imunoterapia passiva com soro ou plasma de cdes hiperimunes
pode diminuir a morbidade da parvovirose. A administracdo de anticorpos antiparvovirus
pode diminuir a viremia. O uso de plasma fresco tem a vantagem adicional de potencializar a
opsonizagao de bactérias por fibronectina. No primeiro dia da hospitalizacao, 1 mL/Kg de
soro ou plasma hiperimune deve ser administrado por via intravenosa, subcutaneamente ou
por via intramuscular. Doadores vacinados ou sobreviventes de uma infec¢do por parvovirus
sao excelentes. As hemécias nao devem ser administradas, a menos que sejam necessarias.

Estudos recentes mostram que o uso de interferon-omega recombinante, de origem
felina (Virbagen Omega ®: 2,5 milhdes U/kg/dia, via intravenosa, por 3 dias) resulta em uma
grande reducdo da mortalidade de caes acometidos por CPV-2 (DE MARI et. al., 2003).

A intussuscepgao intestinal € a seqiiela mais séria que pode se desenvolver durante o
tratamento de uma gastrenterite viral. Deve ser realizada palpagdo abdominal cuidadosa para
se detectar a presenca de uma massa abdominal. Os vOmitos persistentes, depois da
recuperagdo clinica aparente, devem suscitar uma busca cuidadosa. As radiografias, ultra-
sonografias e estudos contrastados podem ser necessarios para diagnosticar uma
intussuscep¢ao (NELSON; COUTO, 2006). Outras complicagdes potenciais incluem
embolizacdo bacteriana, abscedagdo metastatica (articulagdes, subcutanea, rins) e infecg¢des
pelo cateter intravenoso. Esses devem ser mantidos de forma estéril sob uma bandagem que
os cubra completamente e devem ser mudados para uma veia diferente a cada 72 horas (até 5

dias para cateteres de veia jugular) (TAMS, 2005).

2.7 Prevencao

Caes com parvovirose devem ser isolados e receber tratamento em um local
especifico. A limpeza e desinfeccao do ambiente devem ser feitas com hipoclorito de sédio a
0,175%, ficando em contato com o agente por tempo prolongado (MORAES; COSTA, 2007).

Na tentativa de prevenir a disseminagdo da doenga, ¢ importante lembrar que o
parvovirus persiste por um longo periodo de tempo no ambiente, tornando-se dificil prevenir a
exposi¢do; caes assintomaticos podem eliminar em suas fezes o CPV-2; a imunidade passiva
proveniente da mae pode inativar o virus vacinal, podendo persistir em alguns filhotes até 18
semanas de idade (NELSON; COUTO, 2006).

A maneira mais efetiva de prevencdo da parvovirose ¢ a vacinacdo sistémica de

filhotes, que devem receber a primeira dose da vacina com seis a oito semanas de idade, com
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duas doses de reforco a cada quatro semanas. Uma quarta dose pode ser efetuada,
principalmente para aqueles animais considerados sob risco em geral (NELSON; COUTO,
2006; MORAES; COSTA, 2007). McCandlish (2001) cita que, quando ha um alto risco de
infeccdo, doses de vacina mais freqiientes, por exemplo, com 6, 9 ¢ 12 semanas de idade,
podem ser apropriadas. A revacinagdo anual é, geralmente, recomendada para o parvovirus,
embora possivelmente a vacinacdo a cada 3 anos seja suficiente apds a série inicial dada aos
filhotes (NELSON; COUTO, 2006; HORZINEK, 2010). Esse esquema ¢ recomendado para
estimular a imunidade ativa a medida que a imunidade passiva declina o que geralmente
ocorre entre 20 semanas de vida. Por um periodo de duas a quatro semanas, os titulos de
anticorpos passivos atingem niveis nao-protetores, mas interferem com a eficacia das vacinas.
Recomenda-se o isolamento dos animais até completarem a fase de imunizagdo, sempre
observando a desinfec¢ao do local (MORAES; COSTA, 2007).

No final dos anos 70 e inicio dos 80, vacinas com FPLV vivo e inativado foram
utilizadas para proteger os cdes contra o0 CPV devido aos antigenos comuns que estimulam
protegdo cruzada, porém baixos niveis de protecdo lhes foi conferida e uma curta duracao da
imunidade. Essas vacinas foram substituidas por vacinas vivas atenuadas do CPV, que
forneceram excelente protecdo e maior duragdo da imunidade. Atualmente, as vacinas vivas
atenuadas s@o derivadas da cepa CPV 2b ou CPV2 do virus original. Desde que o virus tipo 2
foi inteiramente substituido, a campo, por 2a, 2b e 2c, existem preocupagdes com os niveis de
protecao conferidos pelas vacinas atuais contra o desafio por cepas heterdlogas (SPIBEY et.

al., 2008).

2.8 Progndéstico

Atualmente, existem dois parvovirus de caes: o CPV tipo 1, também denominado
parvovirus minuto dos cdes (CnMV), sem importancia clinica definida nas gastrenterites, € o
CPV-2, que apresenta trés subtipos CPV2a, CPV2b e CPV2c. O CPV2b talvez ainda seja o
mais prevalente na populag@o canina e, conseqiientemente, utilizado em vacinais (TRUYEN,
2006). Com o uso de vacinas, a infeccdo por CPV tem sido relativamente controlada
(STROTTMANN, 2008). Os caes que recebem tratamento adequado se recuperam da
infecgdo, sobretudo quando ele inicia nos primeiros quatro dias do curso clinico (NELSON;

COUTO, 2006).
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Comumente, o CPV causa a doenca em filhotes de 1 a 6 meses de idade. Os filhotes
vacinados s3o normalmente protegidos da doenca e da infec¢do, a menos que haja uma falha
na imunizag¢do, devido a presenga de altos titulos de anticorpos maternos (DECARO et. al.,
2004, 2005). Da mesma forma, caes adultos (com mais de 1 ano de idade) ndo sao geralmente
sensiveis ao CPV, devido a infec¢do natural ou vacinacdo anteriores (TRUYEN, 2006). No
entanto, observagdes preliminares tém mostrado que o CPV-2c também ¢ isolado de caes
doentes ou que vieram a 6bito com mais de seis meses ¢ até¢ 2 anos (DECARO et. al., 2008).
Em estudo recente, Decaro et. al. (2008) descrevem um surto de gastroenterite grave induzida
por CPV-2c, em caes adultos regularmente vacinados.

Embora o significado dessa variabilidade antigénica ainda seja investigado, acredita-se
que tenha importancia principalmente quando os filhotes, com imunidade passiva materna,
sao desafiados com virus antigenicamente diferente, ou seja, um determinado titulo de
anticorpos ¢ suficientemente alto para proteger contra o desafio com o virus homdélogo, mas
ndo o suficiente para evitar uma infec¢do por uma cepa heterdloga, podendo causar doenca
nesses caes (TRUYEN, 2006).

O parvovirus canino continua a ser um importante patogeno de caes e ¢ responsavel
por graves ocorréncias de morbidade e mortalidade, apesar da disponibilidade de vacinas
seguras e eficazes (DECARO et al., 2006). Embora ja tenha sido demonstrado que uma vacina
do tipo 2 ¢ capaz de fornecer prote¢do contra 2a e 2b isolados de campo, o surgimento da
variante 2c¢ naturalmente levanta a questdo de saber se o tipo 2 também pode fornecer

protecao contra esta nova variante (SPIBEY et al., 2008).
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3 DETECCAO E CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS DE PARVOVIRUS CANINO
TIPO 2 NO BRASIL

Os dados que seguem na parte experimental desta monografia foram obtidos durante o
periodo de graduagdo com bolsa de Iniciagdo Cientifica e executados ou acompanhados pela
graduanda. Também fazem parte da Tese de Doutorado de Luciane Dubina Pinto e foram

parcialmente publicados no trabalho de Streck et al. (2009).

3.1 Materiais e métodos

3.1.1. Amostras

Foram analizadas amostras de fezes caninas de municipios do Rio Grande do Sul e de
alguns Estados do Brasil. Elas sdo oriundas de fezes normais e/ou diarréicas, de suabes retais
de cdes com idade entre 1 més e 1 ano, de ambos os géneros e ragas distintas. As amostras

foram armazenadas em recipientes estéreis e estocadas a -20°C.

3.1.2 Extragcdo do DNA

A amostra (fezes) foi ressuspensa a 20% (peso/volume) com PBS (pH 7,4). A solucao
foi congelada e descongelada por trés vezes, centrifugada a 1000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante utilizado para extragdo. As amostras vacinais ndo sofrem nenhum
processamento prévio a extracdo. A extracdo do DNA total foi realizada através de kit

comercial a base de silica, conforme descrito por Boom e colaboradores (1990).

3.1.3 Amplificacdo de DNA

Na PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizamos os seguintes produtos: tampao de
PCR Ix (KCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,3), MgCl, 2 mM, 200 uM de cada
deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2 uL dos primers (20pmol/100 pL), 2 U de
Taq DNA polimerase (5 U/ pL) e 2 pl de amostra com DNA (DESARIO et al., 2005). Para
amplificacdo de 583 pares de bases do fragmento do gene VP2 (posi¢ao 4003 a 4585), utiliza-
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se os pares de primers: CPV555for S’>CAGGAAGTAATCCAGAAGGA 3’; CPV555rev
5’"GGTGCTAGTTGATATGTAATAA
AACA 3’ (BUONAVOGLIA et al., 2001).

As temperaturas do termociclador foram de 94°C por 10 minutos, 94°C por 30
segundos, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e 72°C por 10 minutos em 40 ciclos
(DESARIO et al., 2005). Os produtos da amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2,0% com 0,1 pg/mL de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) em tampao TAE
1X concentrado (40 mM Tris-acetato, | mM EDTA pH 8,0) (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS; 1989). A visualizagdo foi feita sob lampada ultravioleta, onde foram comparados
os produtos de amplificacido com padrdoes de peso molecular com escala de 100 pb

(Fermentas, USA).

3.1.4 Seqiienciamento do DNA

Os produtos de amplificagdo da PCR foram submetidos a purificagdo com GFX DNA
e Gel Band Purification (Amershan Bioscience, USA) e seqiienciados pelo uso do Analisador
Genético ABIPRISM 3100 (Applied Biosystems, USA). As seqiiéncias foram submetidas ao
banco de dados do GenBank.

O alinhamento e andlise das seqiiéncias foram interpretados pelo método Clustal
através do software Bioedit 7.0.0 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

As seqiiéncias de nucleotideos de CPV-2a (DQ340434 e EF375482), CPV-2b
(DQ340409) e CPV-2c (EF375479, EF375480, EF375481, AY742942 ¢ AY380577) foram

retiradas do GenBank para fins de comparagao.

3.2 Resultados

A PCR para amplificacdo do gene VP2 obteve uma banda tnica com o tamanho
esperado (583 pb) para as amostras positivas para CPV-2 testadas. O controle negativo (agua

destilada) ndo gerou produtos de amplificagdo (Figura 4).


http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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Figura 4 — Visualizacdo dos produtos da PCR para amplificacdo do fragmento de 583 pb do
gene VP2 por eletroforese em gel de agarose 2%. Canaletas 1, 2, 3 e 4: amostras positivas.
Canaleta 5: amostra negativa. Canaleta 6: controle negativo. Canaleta 7: controle positivo.

Os resultados obtidos da analise de 130 amostras demonstraram 30,8% (40/130) de
positividade para CPV-2 (Tabela 1). De todos os cades analisados, 52 apresentavam
gastrenterite e desses, 31 foram positivos para CPV-2, sendo o CPV-2 o provavel agente viral
em 60% (31/52) dos casos. No Rio Grande do Sul, foi analisado um maior nimero de
amostras, sendo elas oriundas de Porto Alegre, Viamao, Cachoeirinha, Taquara, Canoas,

Caxias do Sul, Passo Fundo e Bagg¢.

Tabela 1 - Resultados da detec¢do de parvovirus canino tipo 2.

Amostras Caes com Amostras positivas
Analisadas gastroenterite para CPV-2
Rio Grande do Sul 103 37 32
Santa Catarina 11 3 3
Parana 12 12 5
Rio de Janeiro 4 0 0
Total 130 52 40

Foram seqiienciadas 23 amostras de CPV-2 oriundas do Rio Grande do Sul, Parana e
Santa Catarina, identificando 82,61 % (19/23) do tipo 2c, 13,04 % (3/23) do tipo 2b e 4,35 %
(1/23) do tipo 2a (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados da caracterizacao do parvovirus canino tipo 2.

Amostras
CPV-2a CPV-2b CPV-2¢
sequenciadas
Rio Grande do Sul 16 1 2 13
Parana 5 0 0 5
Santa Catarina 2 0 1 1
Total 23 1 3 19

No Estado do Rio Grande do Sul, foram detectadas as trés variantes antigénicas do
CPV-2 (2a,2b e 2c¢), em Santa Catarina podemos verificar a presenca do CPV-2b e 2c, e no
Parand apenas o CPV-2c. Contudo, a nova variante antigénica CPV-2c foi detectada nos trés

estados do sul do Brasil (Figura 5).

Figura 5 — Representacao ilustrativa dos tipos de CPV-2
detectados na Regido Sul do Brasil.

3.3 Discussao

A emergéncia e dispersdo do parvovirus canino tipo 2 na década de 70, possivelmente

originario de uma variante do (FPLV) virus da panleucopenia felino (SHACKELTON et al.,
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2005) foi o primeiro indicio para questionamentos sobre mutagdes em virus de DNA
(DUFFY; SHACKELTON; HOLMES, 2008). Estudos ainda precisam ser realizados para
compreender como um virus de DNA fita simples arquiteta taxas de mutacao maiores do que
seu hospedeiro eucarioto utilizando exatamente o mesmo maquinario enzimatico deste
(DUFFY; SHACKELTON; HOLMES, 2008).

O CPV -2c¢ ¢ um exemplo de como mutagdes bem sucedidas podem se fixar em uma
populagdo. Este virus, que foi descrito em 2001 na Itdlia (BUONAVOGLIA et al.2001),
nunca havia sido descrito no Brasil antes de Streck et al. (2009). Em dois estudos realizados
no Brasil, foi evidenciada uma passagem de cepas 2a para 2b ocorrendo a partir da década de
90 (PEREIRA et al., 2000; COSTA et al., 2005; PEREIRA; LEAL; DURIGON, 2007). Em
amostras brasileiras isoladas no ano de 2001 ndo houve indicios do tipo 2¢, o que reforga a
1déia de que o CPV-2c¢ tenha surgido na Italia ou Europa.

Na Europa e Estados Unidos, varios estudos observaram que cdes imunizados com
vacinas contendo os genotipos CPV-2 e CPV-2b apresentaram sintomas da infecc¢do, sendo
que a maioria desses animais foi positiva para o tipo CPV-2c (DECARO et al. 2006; PEREZ
et al. 2007; HONG et al. 2007).

Virios testes diagnosticos foram bastante utilizados para detectar o virus ou o genoma
do virus em amostras fecais de caes com gastrenterite, tais como HA seguido de HI, ELISA, o
isolamento viral ¢ PCR (CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980; MOCHIZUKI;
HARASAWA; NAKATAN, 1993; PEREIRA et al., 2000, COSTA et al., 2005). No entanto,
a PCR ¢ principalmente utilizada para identificacdo gendmica de cepas de parvovirus
circulantes, bem como para confirmar a presenca do virus em amostras fezes de cdes, sem
interferéncia com a vacinagdo (MOCHIZUKI; HARASAWA; NAKATAN, 1993; PEREIRA
et al., 2000; COSTA et al., 2005).

No presente trabalho, os trés estados do sul do Brasil apresentaram o CVP-2c,
indicando que este virus esta circulando atualmente em nosso pais. O resultado obtido pelo
seqiienciamento de 23 amostras revelou que 19 delas foram do subtipo CPV-2c. Em relatos
internacionais, utilizando um numero maior de amostras, a elevada freqiiéncia do CPV-2¢
também foi verificada (MARTELLA et al., 2005, KAPIL et al., 2007). No Uruguai, das 25
amostras testadas, 24 foram do tipo 2c, evidenciando uma alta prevaléncia desta cepa (PEREZ
et al., 2007). Além da habilidade de dispersdo, este novo tipo viral deve possuir vantagens de

adaptacdo em seus hospedeiros capazes de suplantar os tipos virais 2a e 2b.
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4 CONCLUSOES

O parvovirus canino continua a ser um importante patégeno de cdes, ¢ o principal
agente responsavel pelos casos de gastroenterite e por graves ocorréncias de morbidade e
mortalidade. Os tltimos estudos revelam a predominancia da variante antigénica CPV-2c¢ nos
caes acometidos por parvovirose de varios paises do mundo. O CPV-2c, atualmente circulante
no Brasil, foi detectado em diferentes municipios do Rio Grande do Sul, no Estado de Santa
Catarina e Parand. Entretanto, ainda sdo necessarios mais trabalhos que possam monitorar
cautelosamente os sinais clinicos da parvovirose mediante as varias cepas € mutantes
(TRUYEN, 2006).

A vacinologia do CPV-2c ¢ outra questdo a ser mais estudada. H&4 apenas um relato
sobre a completa protecdo de vacina viva atenuada contra o CPV-2c¢ experimentalmente
inoculado em caes (SPIBEY et al., 2008). Em contrapartida, relatos sobre falhas vacinais a
campo quando o CPV-2c ¢ o virus desafiante encontra-se em maior freqiiéncia (DECARO et
al., 2005, PEREZ et al., 2007, DECARO et al., 2007, DECARO et al., 2008). Nosso trabalho
refor¢a a idéia de outros autores sobre a necessidade de uma vacina especifica contra o CPV-
2¢ (DECARO et al., 2006, PEREZ et al., 2007), uma vez que um dos animais coletados estava
vacinado para PCV-2.

A escassez de informacdes técnicas sobre a protecdo vacinal conferida ao tipo CPV-
2c¢ ¢ um fator limitante na clinica de pequenos animais. Esta cepa deve ser identificada e
estudada, pois sua viruléncia pode estar acometendo muitos cdes e comprometendo a

eficiéncia dos protocolos de imunizagao.
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