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RESUMO

MONTI, Fabiana dos Santos. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2004.
Anticorpos contra o virus da cinomose em cées vacinados em diferentes
estabelecimentos da é&rea urbana do municipio de Vigosa/MG.
Orientador: José Antonio Viana. Conselheiros. Paula Dias Bevilacqua e
Mauro Pires Moraes.

ObservacBes de casos clinicos suspeitos de cinomose, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa, indicam que os caes
vacinados em lojas que comercializam produtos agropecuarios apresentam maior
freqléncia da doenca, quando comparados aos cdes vacinados em clinicas
veterinarias. Com o objetivo de avaliar a resposta as vacinas comercializadas em
diferentes estabel ecimentos e seguindo ou ndo o protocolo de vacinagdo indicado
pela literatura, foi determinado o titulo de anticorpos contra a cinomose nNo Soro
de cées da &rea urbana do municipio de VicosaMG. Para tanto, uma amostra de
soro sanguineo foi obtida de cada um dos 150 cées selecionados. Estes animais
estavam sadios e tinham entre seis meses e seis anos de idade. Os animais
pertenciam a diversas racas e eram de ambos os sexos. Os cées foram
selecionados segundo caracteristicas pré-estabel ecidas para compor cinco grupos
de 30 animais. A) cées vacinados em clinicas veterinarias, seguindo o protocolo
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indicado na literatura; B) caes vacinados em clinicas veterinarias, ndo seguindo o
protocolo indicado; C) cées vacinados em lojas de produtos agropecuarios,
seguindo o protocolo indicado; D) cdes vacinados em lojas de produtos
agropecuarios, nd seguindo o protocolo indicado; E) cdes ndo vacinados. O
titulo de anticorpos foi mensurado no soro de cada animal, por meio do teste de
soroneutralizagdo. De acordo com os resultados deste estudo, pdde-se concluir
gue a vacinagdo contra cinomose € importante, considerando a diferenca
encontrada entre o titulo de anticorpos dos cées vacinados e ndo vacinados. Nao
ha diferenca em vacinar os cdes contra cinomose em clinicas veterinarias ou em
lojas de produtos agropecuarios, desde que a vacinagdo seja realizada seguindo o
protocolo indicado pela literatura. A qualidade das vacinas comercializadas em
clinicas veterinarias e lojas de produtos agropecuarios devem ser avaliadas,
diante da grande porcentagem de titulos negativos e de titulos abaixo do

considerado protetor em todos 0s grupos de caes vacinados.



ABSTRACT

MONTI, Fabiana dos Santos. Universidade Federal de Vigosa, February 2004.
Antibody against distemper virus in dogs vaccinated in different stores
in the urban area of the municipal district of Vicosa/Minas Gerais State.
Advisor: Jose Anténio Viana. Committee members. Paula Dias Bevilacqua
and Mauro Pires Moraes.

Observations of clinical cases suspected of distemper, attended at the
Veterinary Hospital at the Federal University of Vicosa, indicate that the dogs
vaccinated in stores which commercialize agropecuary products showed a greater
frequency of the disease compared to the ones vaccinated at veterinary clinics.
Having as the objective of this study the evaluation of the answer to the vaccines
commercialized in different stores and following or not the vaccination protocol
indicated by the literature, the antibody titers against the distemper in dogs
serum in the urban area of the city of Vicosa-MG was determined. To carry out
this experiment, a blood serum sample was obtained from each of the 150
selected dogs. These animals were heathy and were between six months to six
years old. The animals belong to severa breeds and both sex. The dogs were

selected following pre-established characteristics to form five groups of



30 animals each: A) dogs vaccinated in veterinary clinics following the literature
patterns, B) dogs vaccinated in veterinary clinics not following the indicated
protocol; C) dogs vaccinated in agropecuary product stores following the
indicated protocol; D) dogs vaccinated in agropecuary product stores not
following the indicated protocol; E) dogs not vaccinated. The antibody titers
were measured in each anima serum through the serum neutralizing test.
According to the results of this study, it was concluded that the vaccination
against distemper is important, considering the difference between the titers of
vaccinated and non-vaccinated dogs. There is no difference in relation to
vaccinating in veterinary clinics or agropecuary product stores, if the vaccination
is carried out following the vaccination protocol indicated by the literature. The
quality of the vaccines commercialized in veterinary clinics and agropecuary
products stores should be evaluated due to the great percentage of negative titer

and titers below the ones considered protective in all the vaccinated dogs groups.
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1. INTRODUCAO

A cinomose € uma enfermidade viral dos caes, altamente contagiosa, com
letalidade podendo chegar a 90%, quando ha envolvimento do sistema nervoso.
Apenas a raiva tem porcentagem de letalidade mais elevada que a cinomose com
manifestacdo neurol 6gica (SWANGO, 1997).

N&o ha terapia antiviral contra a doenca, tendo-se muitas vezes que optar
pela eutanasia devido a progressdo dos sinais neurol6gicos que séo, em muitos
casos, incompativeis com avida

A imunizagdo consiste no Unico meio efetivo de controle da doenca na
populagéo canina (GOUVEIA et a., 1987). O protocolo de vacinagdo indicado
pela literatura, e utilizado por médicos veterinarios de maneira geral, consiste em
trés doses de vacina aplicadas no filhote, iniciando-se entre seis a oito semanas
de idade, em intervalos de 21 a 30 dias e revacinagdes anuais. A revacinacao
anual é recomendada, pois cées adultos podem desenvolver a doenca (GREENE
& APPEL, 1990).

ObservacBes de casos clinicos suspeitos de cinomose, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federa de Vigcosa (HOV-UFV), indicam

gue os céaes vacinados em lojas que comercializam produtos agropecuarios e que,



geralmente ndo contam com a orientagcdo de um médico veterinério, apresentam
maior freqliéncia da doenca, quando comparados aos caes vacinados em clinicas
veterinarias.

Desta forma, 0 presente estudo teve como objetivo determinar, por meio
do teste de soroneutralizacdo, 0s nivels séricos de anticorpos contra o virus da
cinomose em cées ndo vacinados e vacinados, seguindo ou ndo o protocolo

indicado, em diferentes estabel ecimentos responsaveis pela vacinacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Etiologia da cinomose

O agente etiolégico da cinomose é um RNA-virus da familia
Paramyxoviridae, género Morbilivirus. O virus é relativamente grande (150 a
250 nm) e apresenta envelope lipoprotéico (MURPHY et al., 1999).

A organizacdo gendmica do virus da cinomose consiste de RNA fita simples.
O RNA que esta associado a proteina do nucleocapsideo (N), serve como molde
para a transcricdo e replicacdo pela proteina polimerase vira (L) e seu cofator
fosfoproteina (P). As proteinas N, P e L juntas com o RNA viral, constituem a
ribonucleoproteina (RNP), a qual direciona a sintese sequencial do m-RNA
(MESSLING et al., 2001).

O envelope viral contém duas principais glicoproteinas de superficie,
denominadas proteina de fusdo (F) e hemaglutinina (H) (CHALMERS &
BAXENDALE, 1994; MESSLING et al., 2001), e uma terceira proteina (M) que
media o contato com a RNP.

A glicoproteina H é responsavel pela ligagdo do virus a membrana celular da

célula hospedeira e a glicoproteina F executa a fusdo entre virus e céula,



permitindo a entrada da RNP viral para dentro do citoplasma (MESSLING et al.,
2001). E a glicoproteina H a maior responsavel pela indugdo da maioria dos
anticorpos neutralizantes (HARDER & OSTERHAUS, 1997; APPEL &
SUMMERS, 1999).

2.2. Epidemiologia

A enfermidade tem distribuicio mundial e é considerada endémica
(EK-KOMMONEN et al., 1997). Embora a cinomose possa ocorrer em qualquer
época do ano, observa-se, normamente, um maior acometimento dos cées
durante os meses de inverno, o que é devido, entre outros fatores, a maior
sobrevivéncia do virus no meio ambiente (GREENE & APPEL, 1990).

Cées com infeccdo aguda liberam o virus em suas fezes, sdliva, urina e
exsudatos nasal e conjuntival, no entanto, a principal via de infeccdo é a
exposicdo a aerossois (SHELL, 1990). Além do contato direto, a transmisséo
também pode se dar através de alimentos ou objetos contaminados (BAUMANN,
1988). A eliminag&o viral inicia-se, aproximadamente, 7 dias ap0s a infeccao
(APPEL & SUMMERS, 1999).

A infectividade € maior do que o nimero dos animais que manifestam
clinicamente a enfermidade, estimando-se em até 75% o0s casos de cées
suscetiveis que se tornam infectados, eliminando o virus sem sinais clinicos da
doenca (GREENE & APPEL, 1990). Estes cées, portanto, s&0 uma importante
fonte deinfeccéo (POVEY, 1986).

Os reservatorios e as fontes de infeccdo sdo 0s proprios cées doentes, 0s
animais silvestres e os caes portadores s&os que se recuperam e podem infectar
outros animais (GORHAM, 1966a). A via de entrada mais comum € a
respiratéria, entretanto, a infecgdo pode ocorrer pela via digestiva ou conjuntival,
por contato direto (GREENE & APPEL, 1990).



O sexo e as diferentes ragas n&o foram associados significativamente com
o titulo de anticorpos obtido em cées vacinados contra a cinomose (OTT et al.,
1955; McCAW et dl., 1998; TWARK & DODDS, 2000).

Segundo FENNER et al. (1992), existem diferencas entre a epidemiologia
de cées urbanos e os que vivem isolados. As infecgbes sao frequientes nos cées
urbanos e em outras situacbes nas quais exista um estreito contato entre os
animais. Estudos soroldgicos tém demonstrado que 80% de todos os cées
nascidos de fémeas urbanas vacinadas, possuem anticorpos contra o virus da
cinomose até a idade de 8 semanas. Nas zonas rurais, 0 nUmero de caes é
demasiado pequeno para manter a continuidade da infeccdo, criando-se
populacdes de cées altamente suscetiveis, situacdo que conduz ao aparecimento
de epidemias que afetam cées de todas as idades. A idade de maior ocorréncia da
doenca, no entanto, se da até os 12 meses de idade (GORHAM, 1966a;
GOUVEIA et d., 1987).

2.2.1. Animais suscetiveis a infeccéo

Diferentes animais da ordem Carnivora sdo suscetiveis a0 virus da
cinomose e a letalidade varia grandemente entre as espécies (RIKULA et a.,
2001). Além da familia Canidae (c&o domestico, coiote, lobo, chacal, raposa e
dingo), as familias Procyonidae (guaxinim, coati, panda); Mustelidae (furdo,
vison, doninha, texugo e lontra); Viverridae (cuica); Hyaenidae (hienas) e
Ursidae (ursos) sdo suscetiveis a infecgdo pelo virus da cinomose (GORHAM,
1966b; MONTALI et a., 1983; SHELL, 1990; RIKULA et al., 2001).

Grandes felinos como ledes, leopardos e tigres foram identificados como
suscetiveis a infeccdo e a doenca, na Califérnia, em 1992; assim como ledes, na
Tanzania, em 1994 (APPEL & SUMMERS, 1999). Os gatos domésticos sao
suscetiveis a infeccdo experimental, mas evidéncias sobre a infeccdo natural,
manifestacdo clinica ou eliminagdo viral, ndo tém sido observadas (HARDER &
OSTERHAUS, 1997).



O virus da cinomose também tem causado doenca em ambientes aquéticos,
tanto nos hébitats marinhos quanto nos de &gua doce. O virus causou a morte de
milhares de focas na Russia, em 1987/1988 e foi isolado de focas, no Canada
(BARRETT, 1999).

2.3. Curso dainfecgdo

Durante a exposicdo natural, o virus da cinomose afeta primeiramente o
trato respiratorio anterior. Dentro de 24 horas multiplica-se nos macréfagos e se
difunde para as tonsilas e linfonodos bronquiais através dos vasos linfaticos
locais (APPEL, 1969). Entre quatro a seis dias apoés a infecgéo, a multiplicacéo
viral ocorre dentro dos nodulos linfaticos do baco, na lamina propria do
estdmago e intestino delgado, nos linfonodos mesentéricos e nas células de
Kuppfer (GREENE & APPEL, 1990). Segundo APPEL (1969), no 6° dia apds a
infecgdo todos os tecidos linféides tornam-se infectados e ocorre a viremia. A
proliferacdo viral difundida nos 6rgéos linféides corresponde ao 1° pico febril e
leucopenia (SHELL, 1990).

Entre 0 6° e 0 9° dia apds a exposi¢ao, o virus se difunde do tecido linféide
para o tecido epitelial (APPEL, 1969; SHELL, 1990). Nesse momento, o animal
pode desenvolver anticorpos contra o virus, alterando o curso da infecgéo
(SHELL, 1990). Os animais que ndo forem capazes de desenvolver anticorpos
protetores neste periodo, teréo suas células epiteliais infectadas, onde continuara
a replicacdo viral. Estes animais apresentaréo sinais clinicos da doenca entre o
14° e 0 18° dia (APPEL, 1969), como aumento da temperatura corporal (2 ° pico
febril), anorexia, perda de peso, diarréia, dispnéia e, ou, déficits neurol0gicos
(SHELL, 1990).

A difusdo do virus para o sistema nervoso central (SNC) ocorre entre oito
e nove dias apés a infeccdo. Ha variagbes na severidade e localizacdo das lesbes

no SNC. A infeccdo pode ser fatal em poucos dias, evoluir durante semanas e



tornar-se fatal, ou estabilizar-se sem comprometimento maior (CHRISMAN,
1985).

2.4. Sinais Clinicos

O primeiro sinal de infeccdo € uma suave conjuntivite serosa a
mucopurulenta, que € seguida, dentro de poucos dias, por uma tosse seca que
rapidamente torna-se produtiva (GRENNE & APPEL, 1990). Podem ser
auscultadas crepitacdes em todo o0 pulmdo e a pneumonia bacteriana € uma
complicacdo comum (HAWKINS, 1997). Depresséo e anorexia sdo seguidas por
vOomito e diarréia, que pode ser muco-sanguinolenta (GREENE & APPEL,
1990). Entretanto, a enterite severa, como a manifestacéo clinica principal, ocorre
em um pequeno numero de caes, sendo dificil, nestes casos, a diferenciagdo da
enterite causada pelo parvovirus canino (CASTELLANO, 1993; GUILFORD et
al., 1996; BURROWS et d., 1997).

Considerando sua debilidade geral, alguns caes, especiamente os filhotes
muito jovens, desenvolvem impetigo disseminado. Porém, a manifestacéo
classica de cinomose na pele é a chamada doenca do coxim, em que o0 céo
desenvolve hiperqueratose de gravidade varidvel. A hipergueratose nasal também
é comum (SCOTT et al., 1996).

Segundo VANDEVELDE & CACHIN (1992), 50% dos pacientes tém
snais Sistémicos antes ou concomitantemente aos  neurolO0gicos.
Aproximadamente, metade dos cdes que sobrevivem aos sinais Sistémicos,
apresentam, mais tarde, sinais neurologicos da cinomose (FENNER, 1997). A
durac&o da doenca neurol 6gica varia de poucos dias a mais de um més (TIPOLD
et al., 1992) e os sinais neurolégicos variam de acordo com a area do SNC
envolvida (GREENE & APPEL, 1990).

A cinomose € a causa mais fregliente de convulsdes em caes com menos
de seis meses de idade (CASTELLANO, 1993). Sinais cerebelares (ataxia,
tremores da cabeca e do corpo, hipermetria) e vestibulares (inclinagédo da cabega,



nistagmo) também podem estar presentes (SHELL, 1990). Para CHRISMAN
(1985), a infeccdo causada pelo virus da cinomose deve ser sempre considerada
em qualquer cdo adulto com sinais cerebelares progressivos. Segundo 0 mesmo
autor, o acometimento do tronco cerebral e dos nervos cranianos € menos
freqlente, mas pode acontecer, e, nesse caso, 0 prognostico € desfavoravel.

A mioclonia (contragbes involuntarias dos musculos) geralmente é
permanente e pode ocorrer na auséncia de outros sinais neurologicos. Qualquer
musculo podera estar envolvido, inclusive os musculos mastigatorios ou dos
membros (CHRISMAN, 1985; LECOUTEUR & CHILD, 1997).

As mioclonias foram consideradas como sendo patognoménicas da
cinomose (FARROW & LOVE, 1983), entretanto, elas também podem ser vistas
em outras infecgdes por Paramyxovirus do céo e do gato ou em outras doencgas
inflamatorias do SNC em cées (GREENE & APPEL, 1990; TIPOLD et d.,
1992).

A mielite pelo virus da cinomose pode ocorrer em qualquer localizagdo da
medula espinhal, mas os segmentos T3 a L3 sdo afetados com maior freqiéncia,
levando a paraparesia ou paraplegia (LECOUTEUR & CHILD, 1997).

2.5. Diagnostico

A cinomose deve ser diferenciada da hepatite infecciosa canina,
leptospirose, pasteurelose, raiva e pseudo-raiva. A pasteurelose e a salmonelose
sd0 infecgdes secundérias freglentes na cinomose. Devemos distinguir da forma
respiratéria da cinomose a tragueobronquite infecciosa ou tosse dos canis
(BAUMANN, 1988). Como na erliquiose canina os caes podem apresentar
sintomatologia respiratéria e nervosa (BREITSCHWERDT, 1997), esta
enfermidade deve sempre ser considerada no diagnéstico diferencia da
cinomose. A hipocalcemia pode gerar distlrbios do movimento que mimetizam a
mioclonia (FENNER, 1997), devendo também ser considerada como diagnaostico

diferencial.



O principal método utilizado para o diagnodstico definitivo da cinomose € a
pesquisa do antigeno viral em células infectadas, por meio de técnicas de
imunofluorescéncia (KRAKOWKA et al., 1980; AXTHELM & KRAKOWKA,
1987; BLIXENKRONE-MOLLER et a., 1993; WIMSATT et a., 2001). A
visualizacdo dos corpusculos de inclusdo pela microscopia optica ou o
isolamento do virus também s3o ferramentas diagnésticas (APPEL &
SUMMERS, 1999). Segundo estes autores, a demonstracdo do écido nucléico
viral por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) pode ser
uma aternativa quando o isolamento do virus ou as técnicas de
imunofluorescéncia falharem na deteccéo do agente.

Os testes sorol6gicos sdo utilizados tanto para o diagnostico da infeccéo
pelo virus, quanto para a avaliacdo da eficacia da vacinacdo (GEMMA et al.,
1995). A pesquisa de anticorpos no soro, contra o virus da cinomose, pode ser
realizada por técnicas de imunofluorescéncia indireta, soroneutralizacdo ou por
imunoensaio enzimatico (ELISA) (APPEL, 1969; SPENCER & BURROUGHS,
1992; JONES et a., 1997; HARRENSTIEN et al., 1997; WANER et al., 1998).
Entretanto, o teste de soroneutralizacdo tem sido o “padréo-ouro” para a detecgéo
e quantificagdo de anticorpos contra 0 virus da cinomose, em cées vacinados,
pois a maioria dos trabal hos encontrados na literatura utiliza-o para este fim.

Diferentemente dos testes de imunofluorescéncia indireta e ELISA, nos
quais os titulos de anticorpos detectaveis sdo mais atos porque séo mensurados
todos os anticorpos contra o virus (NOON et al., 1980; RIKULA et a., 2000), no
teste de soroneutralizacdo sdo mensurados somente os anticorpos direcionados
contra epitopos especificos do virus, envolvidos com ainfeccdo celular.

Os testes soroldgicos, no entanto, sdo sujeitos a erros (TWARK &
DODDS, 2000). Ha variaveis importantes no teste de soroneutralizacdo que
devem ser consideradas. A soroneutralizacdo € um método acurado para a
avaliacdo de anticorpos contra o virus da cinomose, desde que sgjam observadas

a quantidade de virus e o isolado vira utilizado para o teste, assim como o



volume de soro testado, que podem influenciar nos resultados obtidos
(JOHNSTON et al., 1959).

2.6. Prevencao

2.6.1. Imunidade passiva

Apenas 3% dos anticorpos maternos contra 0 virus da cinomose s&o
transferidos através da placenta e 97%, através do colostro, resultando em um
titulo inicial no recém nascido normalmente igua a 77% do titulo da méae
(GREENE & APPEL, 1990). Como no cd uma peguena quantidade de
anticorpo atravessa a placenta, os filhotes dependem da ingestéo do colostro para
adquirirem os anticorpos maternos, cuja absorcdo, através do intestino dos
filhotes, reduz-se rapidamente ap0ds 72 horas de vida (POVEY/, 1986).

O titulo de anticorpos passivos é variavel em uma mesma ninhada,
dependendo do titulo de anticorpos no soro da mée, da quantidade de colostro
ingerida por cada um dos filhotes e do tempo decorrido do nascimento. Tais
anticorpos tém vida média de apenas sete a oito dias e, na maioria dos casos,
declinam a niveis ndo protetores em aproximadamente oito semanas, fazendo-se
necessaria a imunizagdo por meio de vacinagdes estratégicas (POVEY, 1986).
Alguns filhotes, no entanto, adquirem uma gquantidade de anticorpos que duram
até quatro meses apos o0 nascimento (BAKER, 1966; CARMICHAEL, 1966).

2.6.2. Imunidade adquirida

Vacinas com virus vivo atenuado eficazes tornaram-se disponiveis em
1950 e tém sido amplamente usadas desde 1960 (GORHAM, 1966a). A
atenuacao do antigeno foi alcancada por passagens seriadas em cultura de tecidos
(GREENE, 1990), como nas células renais caninas (isolado Rockborn), em ovos

embrionados de galinha (isolado Onderstepoort) ou em culturas de fibroblastos
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de frango (isolado Lederle) (HARDER & OSTERHAUS, 1997). Apenas as
vacinas com virus vivo atenuado tém sido efetivas em proteger os caes contra
cinomose (GREENE, 1990). Atuamente, as vacinas contra Cinomose
comercializadas, tanto em clinicas veterinarias, quanto em lojas de produtos
agropecuarios, sdo produzidas com virus vivo atenuado.

Os anticorpos maternos adquiridos pelos filhotes os protegem contra
cinomose, mas blogueiam a resposta a vacina (CHRISMAN, 1985). Préximo de
50% dos filhotes respondem bem a imunizagéo contra a cinomose por volta de
sels semanas de idade, cerca de 75% por volta de nove semanas e mais de 95%
por volta de 13 semanas de idade. Devido a esta variagdo, uma série de
vacinagdes € feita para que a inducdo da imunidade sga maximizada
(SWANGO, 1997).

Desta forma, recomenda-se a aplicagao de trés doses da vacina contendo o
antigeno viral da cinomose, nos filhotes, a cada trés ou quatro semanas, entre
45 dias e quatro meses de idade. Nos filhotes que ndo recebem o colostro ou
nagqueles que iniciam a imunizagdo mais tarde que o recomendado, pelo menos
duas doses da vacina devem ser administradas, apesar da falta de interferéncia
dos anticorpos maternos, pois uma Unica dose ndo permite que 0s cédes
desenvolvam imunidade que perdure por, pelo menos, um ano (GREENE e
APPEL, 1990).

Segundo 0s mesmos autores, como caes adultos podem desenvolver a
doenca, a periddica revacinagéo € recomendada, apesar da relativa imunidade
prolongada conferida pela vacina. No entanto, embora a revacinacéo anual contra
a cinomose tenha sido indicada em muitos paises, este protocolo de vacinagéo foi
questionado (SCHULTZ & SCOTT, 1978; SCHULTZ, 1982).

2.6.3. Falha vacinal

A vacinagdo de cées contra cinomose foi considerada altamente efetivaem
reduzir a incidéncia da doenca (POVEY, 1986; EK-KOMMONEN et al., 1997).
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Entretanto, falhas vacinais ocorrem, sendo que fatores enddgenos e exdgenos
podem influencié-las (POVEY, 1986).

Entre 1994 e 1995 um surto de cinomose ocorreu na Finlandia, em areas
com ata densidade populacional canina, envolvendo animais vacinados. Foi
observado que 41% dos cdes com cinomose confirmada tinham um historico de
vacinagdo completo, mas uma proporcao significante destes havia recebido uma
vacina mais popular, que ndo conferiu imunidade adequada (EK-KOMMONEN
etal., 1997).

Foram observados varios casos suspeitos de cinomose em cées vacinados,
no ambulatério do HOV-UFV, sendo que alguns destes ces receberam vacinas
mais populares, comercializadas em lojas de produtos agropecuérios, sem a
orientacdo de um médico veterinério.

Varios fatores influenciam o resultado da vacinagéo, e entre os fatores
inerentes a0 imundgeno, 0s principais sdo. o isolado vira utilizado, a
manutencao de imunogenicidade suficiente durante todo o0 processo de atenuagéo
e 0 numero de particulas virais atenuadas em uma dose (titulo viral) (RIKULA et
al., 2000). Vacinas que foram manuseadas e estocadas indevidamente também
podem resultar em falha vacinal, uma vez que as vacinas contendo virus vivo
atenuado devem ser mantidas sob refrigeragdo todo o tempo (TIZARD & NI,
1998).

As diferencas individuais em animais vacinados influenciam o sucesso de
um programa de imunizagdo tanto quanto o antigeno utilizado (OTT, 1956). A
idade, genética, estado de salde, nutricdo, meio ambiente e situagdes de estresse
s80 importantes para 0 resultado da imunizagdo. Qualquer um ou uma
combinagdo de qualquer dos fatores acima, pode influenciar a resposta do
sistema imune e subseqlentemente, 0 sucesso do programa de vacinacdo
(WEBSTER, 1975; POVEY, 1986; OSBURN & STOTT, 1989).
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2.6.4. Importancia dos anticor pos

Tanto a imunidade humoral quanto a mediada por células sdo importantes
na protecdo contra a cinomose. As vacinas tém um importante papel em
estimular ambos mecanismos (GREENE, 1990).

GREENE (1990) afirmou que o desafio de exposicdo com um agente
virulento € mais confiavel do que o titulo de anticorpos, para avaliar a eficacia de
umavacina, em um céo, individualmente, umavez que a memoria celular de uma
exposi¢ao passada pode persistir por mais tempo, quando o titulo de anticorpos ja
estiver em declinio. Para RIKULA et a. (1996), no entanto, 0os anticorpos
refletem bem o estado imunol 6gico de uma populag&o canina

Muitos trabalhos publicados associam o titulo de anticorpos a protecéo
dos cées. Segundo GILLESPIE et a. (1958) e BAKER et al. (1959), a cinomose
pertence a categoria de doencas virais na qual os anticorpos séo um indicador de
imunidade. EK-KOMMONEN et al. (1997) e RIKULA et a. (2000) utilizaram o
titulo de anticorpos neutralizantes para avaliar a imunidade de populacbes
caninas. Também para APPEL & SUMMERS (1999), os niveis de anticorpos
podem ser utilizados para avaliar a imunidade. Alguns autores sugeriram que a
necessidade de revacinagdo anual poderia ser determinada mensurando os
anticorpos, por meio de testes sorologicos (ABLETT & BAKER, 1963;
TURNER, 1983; OLSON et a., 1988; SCOTT, 1995; OLSON et a., 1997;
TWARK & DODDS, 2000).

Em um estudo, cédes da raca Beagle, ndo vacinados, entre seis semanas e
seis meses de idade foram expostos a aerossois contendo um isolado virulento do
virus da cinomose e pesquisados para o desenvolvimento de titulos de anticorpos
no soro, por meio da técnica de soroneutralizagdo, assim como para a presenca
do antigeno viral em tecidos e “swabs’ conjuntivais, por meio da técnica de
imunofluorescéncia. ApGs a exposicdo ao virus, 50% dos cdes morreram, sendo
gue destes, nenhum foi capaz de desenvolver anticorpos. Por outro lado, nos cées

sobreviventes, os anticorpos foram detectados no 9° dia apds a exposicdo. Nos
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animais que ndo apresentaram titulo de anticorpos, a invasdo vira foi observada
em todos os tecidos epiteliais, coincidindo com o aparecimento dos sinais
clinicos; ja nos cées sobreviventes, o antigeno viral ndo foi encontrado. O autor
concluiu que, se aformagéo dos anticorpos ocorre antes da disseminacdo do virus
as células epiteliais, estas ndo sdo alcangadas e 0 animal recupera-se da infeccdo
(APPEL, 1969).

A resposta imune humora aos antigenos virais da cinomose, em caes
infectados experimentalmente, foi estudada pelo teste de soroneutralizagdo.
Observou-se que os titulos de anticorpos variaram inversamente com a
severidade da doenca produzida. Os cées que se recuperaram, demonstraram
titulos de anticorpos contra os antigenos do envelope, mais altos do que os caes
com infeccdo fatal, que tinham pouco ou nenhum anticorpo em seu soro. Um
terceiro grupo de cées, apresentando infeccdo cronica persistente, apresentava
niveis de anticorpos intermedidrios contra 0s mesmos antigenos. Os resultados
deste estudo sugeriram que a inabilidade em produzir anticorpos contra os
antigenos do envelope foi um fator crucial no estabelecimento de uma infeccéo
persistente (KRAKOWKA et a. 1975).

Em uma pesquisa realizada por WINTERS et al. (1984), 27 caes foram
infectados experimentalmente com o virus e demonstrou-se que altos niveis de
IgG estavam relacionados com a recuperacdo da doencga, ao passo que 0s hivels
desta imunoglobulina foram baixos nos cdes com infeccdo persistente. A
inabilidade de sustentar uma significante resposta de anticorpos antivirais foi
caracterizada nos animais com encefalite fatal.

NOON et a. (1980) relataram que 75% dos cdes que ndo produziram
anticorpos contra o virus, desenvolveram doenca do trato respiratorio e os 25%
restantes morreram. Dos cées que foram capazes de desenvolver uma resposta
imune humoral, somente 25% desenvolveram doenca respiratoria e menos de 5%
morreram. Em dez cdes ndo vacinados desafiados com o virus de campo,
CHALMERS & BAXENDALE (1994) observaran que o Unico cdo que

recuperou-se da doenca, apresentou um titulo alto de anticorpos apds o
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desafio (1:2048). OLSON et a. (1997), avaliando o titulo de anticorpos em cées

vacinados, associaram a auséncia de titulos detectaveis afahavacinal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragem e delineamento da pesquisa

O estudo foi conduzido no municipio de Vicosa- MG entre dezembro de
2001 e outubro de 2003.

Amostras de sangue de cées vacinados ou ndo contra cinomose foram
coletadas de animais provenientes da area urbana de Vigosa-MG. A maior parte
da coleta foi readlizada em cées que utilizaram o atendimento ambulatorial do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa (HOV-UFV) e em
clinicas veterinarias particulares, para consultas de rotina, sendo que apenas 0s
animais saudaveis foram amostrados. A coleta restante realizou-se nas
residéncias dos proprietarios.

Uma Unica amostra de sangue foi obtida de cada animal, sendo que os
mesmos foram selecionados aleatoriamente, segundo caracteristicas pré-

estabel ecidas para compor 0s seguintes grupos.

Grupo A - Cées vacinados em clinicas veterinarias, seguindo o protocolo
indicado naliteratura.
Grupo B - Cées vacinados em clinicas veterinarias, ndo seguindo o protocolo

indicado naliteratura.
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Grupo C - Cées vacinados em lojas de produtos agropecudrios, seguindo o
protocolo indicado naliteratura.

Grupo D - Cées vacinados em lojas de produtos agropecuarios, ndo seguindo o
protocolo indicado na literatura.

Grupo E - Caes n&o vacinados.

O referido protocolo de vacinacdo indicado na literatura consistiu de trés
doses da vacina contendo o antigeno viral da cinomose, que compunha-se de
virus vivo modificado, associado a outros antigenos (vacinas polivalentes)
administradas a intervalos de 21 a 30 dias, em c&es que iniciaram a vacinagéo
com 45 ou 60 dias, ou duas doses da vacina, também aintervalos de 21 a 30 dias,
nos caes que comegaram a imunizagdo a partir de trés meses de idade, sendo que,
nos dois casos, recebendo revacinagOes anuais. Os cdes que ndo receberam a
vacinacdo inicial como indicado acima, ou que ndo receberam as revacinagoes
anuais, foram reunidos nos grupos em que a vacinagdo ndo seguiu O protocolo
indicado. Somente foram incluidos no estudo os caes que haviam recebido a
ultima dose de vacinaha mais de 30 dias.

Cada grupo foi composto por 30 cées, entre seis meses e sais anos de
idade, sadios e independentemente da raga ou sexo, totalizando 150 animais
(Quadros 8.1 a8.5 - Apéndice).

Para a coleta de sangue, foi realizada venopuncdo da veia cefédica ou
jugular, com agulha de 25 x 8 ou 30 x 8 mm® e seringa estéreis®. Foram
coletados entre 3 e 5SmL de sangue, sendo este transferido para um tubo de coleta
sem anticoagulante® e encaminhado ao Laboratério de Virologia do
Departamento de Veterindria (DVT) da UFV. O sangue j& coagulado foi
entrifugado™ a 1500g, por 5 minutos, para a separacdo do soro. Este Gltimo foi

removido, aliquotado em aproximadamente sete amostras de 150 niL e

WB-D;
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congelado a— 20 °C até o momento da realizacdo do teste de soroneutralizagao.
O soro de cada animal foi analisado para detectar o titulo de anticorpos contra o
virus da cinomose, por meio do teste de soroneutralizacéo.

Concomitantemente a coleta de sangue, foi aplicado um questionario
(Quadro 8.6 - Apéndice) aos proprietarios dos caes participantes do estudo, para
a obtencdo de informacgdes referentes ao histérico de vacinagéo do animal, onde
as datas e os |locais de todas as vacinagdes foram registrados, assim como aidade,
0 Sexo e a raga do cdo. Foi questionado o histérico de doencas anteriores e a
freqiéncia de contato com outros cdes. O nome, endereco e telefone dos

proprietarios foram obtidos, além da data da coleta do sangue.

3.2. Padronizagdo do teste de soroneutralizagao

As andlises laboratoriais foram redizadas no Laboratorio de Virologia
(DVT-UFV) e no Laboratorio de Biologia e Controle de Hematozoarios
(BIOAGRO- UFV).

3.2.1. Virus

O isolado Snyder Hill (ATCC VR-526) do virus da cinomose adaptado em
células VERO foi cedido por uma empresa produtora de vacinas veterinarias®,

sendo aliquotado e congelado em nitrogénio liquido (-196 °C).

3.2.2. Culturacelular

Para a inoculacdo do virus em cultivo celular, uma linhagem de células
renais caninas (MDCK - “Madin-Darby canine kidney”- ATCC CCL-34) foi
utilizada. As células foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura celular

de 25cm?, mantidas em meio de cultivo constituido de Meio Essencial Minimo

®) |_aboratério Hertape L tda.- www.hertape.com.br;
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(MEM)®| suplementado com 0,2g/L de estreptomicina, 0,15g/L de penicilina G
potassica e 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)!” a um pH 7,2. O cultivo
celular foi mantido em estufa de CO, (5% CO,), com 70% de umidade e a
37 °C.

3.2.3. Adaptacdo do virusem MDCK

Com o objetivo de adaptar o virus as células MDCK, procedeu-se a
inoculacdo viral no cultivo celular (1* passagem). Para tanto, utilizou-se uma
garrafa de células MDCK na 255% passagem, apos 24 horas da tripsinizacdo
(tripsina 1:250® 0,5g/L, NaCl 8g/L, glicose 1g/L, NaHCO; 0,35¢/L, KCl 0,4g/L,
EDTA 0,25¢/L, pH 7,8). Primeiramente, 0 meio de cultivo foi removido da
garrafa e ImL do cultivo viral foi adicionado ao tapete celular. A garrafa foi
incubada por 1 hora em estufa de CO,, sendo que a cada 15 minutos a mesma
era homogeneizada. Apos 1 hora de incubagdo, 3mL de meio de cultivo
suplementado com 150nL de SFB foi adicionado e a garrafa novamente
incubada.

Apobs 4 dias, a cultura celular inoculada com o virus (ainda sem efeito
citopatico), foi tripsinizada e metade do contetido ressuspendido em novo meio
de cultivo, mantendo-se, assim, a 1% passagem do virus em incubacdo por mais
3 dias.

No 3° dia, a cultura foi novamente tripsinizada e ressuspendida,
permanecendo sob incubacdo durante 4 dias, na tentativa de se aumentar o titulo
viral, e entdo, aliquotada e armazenada em nitrogénio liquido.

Uma ampola com a 12 passagem foi descongelada, centrifugada® a
18.000g, a4 °C, por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e inoculado em novo

cultivo de células MDCK, resultando na 22 passagem viral. Passados dois dias,

Sigma;
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guando o efeito citopatico do virus era evidente, a culturafoi tripsinizada, metade
do contetdo ressuspendido em novo meio de cultivo e incubada. Apds 3 dias, 0
cultivo foi aliquotado e armazenado em nitrogénio liquido.

Uma ampola com 200nL. da 2* passagem foi descongelada,
homogeneizada com 500nL de MEM e inoculada em um cultivo de células
MDCK, resultando na 3% passagem do virus. N3 sendo observado efeito
citopético apos 2 dias da inoculacéo, a cultura celular foi tripsinizada e a metade
de seu contetido mantido em incubagdo por mais 3 dias. No 4° dia, como o efeito
citopético do virus era evidente, o cultivo inoculado foi aliquotado e armazenado
em nitrogénio liquido. Esta 3% passagem foi titulada e utilizada nos testes de

soroneutralizacéo.
3.2.4. Producéo de células MDCK para os testes de soroneutr alizacdo

Células MDCK na 257% passagem foram repicadas em duas garrafas
plésticas de 150cm? para cultura celular. Os cultivos celulares foram mantidos
com 30mL de MEM, suplementados com 3mL de SFB e incubados em estufa de
CO,. Apébs 4 dias, com os tapetes celulares confluentes, as células foram
congeladas.

As células foram tripsinizadas com uma solucdo de tampdo salino
fosfatado (PBS) (NaCl 9,0g/L, K,H,PO,4 0,144g/L e NaH,PO, 0,795¢g/L, pH 7,2)
+ tripsina 1:250 “© 100mL/L + EDTA 0,2%, pH 7,2. Ocorrida a tripsinizacao,
20mL de uma solugdo de PBS + 1mL de SFB inativado™, pH 7,2, foram
adicionados a cada garrafa para inativacéo da tripsina. O cultivo celular em
suspensdo foi centrifugado a 200g, por 5 minutos, a 4°C, descartando-se o
sobrenadante.

As células precipitadas foram ressuspendidas em 7mL de DMEM

(“Dulbeco Modified Eagle’'s Medium”)*? incompleto (suplementado com 1mL

19 GibcoBRL:
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de antibiético-antimicotico™ para cada 100mL de DMEM e 1mL de uma
solucdo de L-glutamina a 2% para cada 100mL de DMEM). Uma aliquota de
10nL foi obtida e misturada a igual volume de uma solucdo de azul de Trypan
(PBS + 0,4% de azul de Trypan, pH 7,4). A mistura foi homogeneizada e 10nL
foram transferidos para uma camara de Newbauer, na qual procedeu-se a
contagem celular. A suspensdo celular contendo 3 x 10° célulassmL foi
aliguotada e armazenada em nitrogénio liquido para posterior utilizacdo nos

testes de soroneutralizagao.
3.2.5. Descongelamento das células M DCK

O criotubo, com células a serem utilizadas para o teste, foi mantido em
banho-maria a 37 "C, até que ocorresse o descongelamento da suspensio celular,
que foi entdo, transferida para um tubo de centrifuga™ estéril. A este, foi
adicionado 10mL de DMEM sem qualquer suplemento, procedendo-se a
centrifugac&o a 200g, por 5 minutos, a4 C.

ApoOs a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e as células
precipitadas foram ressuspendidas em 10mL de DMEM completo (suplementado
com 1mL de antibiotico-antimicético para cada 100mL de DMEM, 1mL de uma
solucdo de L-glutamina a 2% para cada 100mL de DMEM e 10mL de SFB para
cada 100mL do mesmo meio de cultivo).

A suspensdo celular foi homogeneizada e 5mL transferidos para outro
tubo de centrifuga, onde permaneceram por aproximadamente 4 horas em gelo,

para entdo serem distribuidos nas placas de soroneutralizacéo.
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3.2.6. Titulacao viral

O titulo vira foi determinado por meio de um ensaio em microplaca de
96 pocinhos™. Para tanto, uma ampola de células MDCK foi descongelada,
como ja descrito,b e as céulas foram distribuidas na placa
(15.000 céulas/pocinho), na qual vérias diluicdes da 32 passagem do virus (10" a
109 foram inoculadas previamente. As diluicdes seriadas do virus foram
misturadas aigual volume de suspensio celular.

A placa foi incubada em estufa de CO, e apds 5 dias, os pocinhos
apresentando efeito citopatico foram identificados e o titulo viral calculado pelo
método de REED & MUENCH (1938) (Apéndice- 8.7). O titulo viral obtido foi
1x10° doses infectantes por cultura de tecido 50% (DICT 50%/mL).

3.2.7. Teste de soroneutralizagdo em microplacas

A avaliacdo quantitativa de anticorpos contra 0 virus da cinomose nos
soros foi realizada por meio do método de soroneutralizacdo, segundo técnica
descrita por APPEL & ROBSON (1973), com as seguintes modificagoes.

As amostras de soro previamente coletadas foram descongeladas e
inativadas pelo calor a56 'C em banho-maria, por 30 minutos. Foram realizados
testes preliminares com diferentes diluigbes dos soros, com 0 objetivo de
comparar 0 efeito toxico destes sobre as células. Como as dilui¢bes menores que
1:10 de alguns soros foram toxicas para as células, causando morte celular e
impedindo a leitura dos testes, o titulo inicial utilizado foi 1:10. Os soros foram
diluidos, na microplaca de 96 pocinhos, em DMEM incompleto, obtendo-se as
seguintes diluigdes: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160: 1:320 e 1:640. Cada soro foi
testado em duplicata.

Em cada soroneutralizacéo realizada, foram incluidas uma amostra de soro

negativo para anticorpos contra o virus da cinomose (SFB) e uma amostra de

% Nunclon-NUNC Brand Products.
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soro positivo, com titulo de anticorpos conhecido, previamente testada, como
controle negativo e positivo, respectivamente. Estes controles foram testados em
triplicata. Apés a diluicdo dos soros, as placas foram mantidas sob refrigeracéo a
4°C, enquanto procedia-se o descongelamento das células MDCK.

As células MDCK utilizadas para os testes de soroneutralizacdo foram
descongeladas e mantidas em suspensdo no meio de cultivo, por quatro horas €,
em seguida, distribuidas nas placas. Este método foi realizado pois observou-se
que as células ndo se multiplicavam quando semeadas nas placas logo em
seguida ou duas horas apos o0 descongel amento.

O cultivo viral com titulo conhecido (32 passagem do virus em MDCK) foi
descongelado e diluido en DMEM incompleto, obtendo-se as diluicdes 10" a
107, Aos pocinhos contendo 50rmL dos soros a serem testados, previamente
diluidos, foi adicionado o mesmo volume da diluicdo viral correspondente a
100 DICT 50%/mL (diluicgo 10™%.

Para cada coluna da placa, correspondente a um soro testado, um pocinho
foi mantido como controle de soro (sem adicdo do virus), para testar a sua
toxicidade sobre as células. A cada soroneutralizac&o realizada, quatro pocinhos
permaneceram como controle de células, contendo apenas meio de cultivo e
células. Também realizou-se a cada soroneutralizacdo, uma titulagdo do virus
para determinar se o titulo viral estava mantendo-se constante.

As placas com a mistura soro-virus foram incubadas por 1 hora em estufa
de CO,, para que ocorresse a neutralizagdo do virus pelo anticorpo. Apos 1 hora
de incubacdo, as céluas MDCK foram distribuidas nas placas de
soroneutralizacdo. A cada pocinho foi adicionado 50nl da suspensdo celular
contendo aproximadamente 15.000 células em DMEM compl eto.

As placas foram novamente incubadas em estufa de CO, e ap0s seis dias
procedeu-se a leitura em microscopio invertido, para verificar a presenca ou
auséncia de efeitos citopaticos que, quando presentes, indicavam a auséncia de
anticorpos em titulos suficientes para bloguear a ac8o do virus sobre o tapete

celular.
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A atividade neutralizante do soro foi expressa como a maior diluicdo dos
anticorpos que protegeu as células contra o efeito citopatico. O titulo viral foi
calculado pelo método de REED & MUENCH (1938). Os titulos de anticorpos
abaixo de 1:10 foram considerados negativos.

3.3. Andlise estatistica

O estudo constituiu-se de um delineamento inteiramente casualizado,
com 30 repeticdes (30 cdes por grupo). Foi realizada andlise de variancia,
desdobrando-se os efeitos em graus individuais de liberdade, por meio de
contrastes ortogonais, no intuito de comparar os titulos dos diversos grupos. O
titulo de machos e fémeas e o titulo influenciado por contato com outros caes
foram comparados pelo teste t de Student. Além disso, foram selecionados
modelos de regressdo com base na resposta bioldgica esperada e no coeficiente
de determinacgo (R?), que relacionaram o titulo de anticorpos ao nimero de
doses de vacinas recebidas e a idade dos cades (PIMENTEL GOMES, 1985;
COSTA NETO, 1999). Foram consideradas significativas, as comparagdes entre
medias, até 10% de probabilidade.

Para avaliar a existéncia de correlacdo entre a idade e o titulo de
anticorpos, assm como entre o numero de doses da vacina recebida pelos cées e
o titulo de anticorpos, foram considerados na analise de regressdo, a média dos
dados com, no minimo, duas repeticdes. A equacdo de regressdo utilizada para
explicar a correlacdo entre o titulo de anticorpos e a idade, foi derivada e
igualada a zero para determinar 0 ponto maximo da curva. Para avaliar a
correlacdo entre 0 numero de doses da vacina recebida pelos cées e o titulo de
anticorpos, 0 numero de doses foi substituido na equacdo de regressao,
considerando-se o titulo estavel quando um nimero de doses ndo gerou aumento

de um pocinho, nas diluicdes seriadas, em relacéo a dose anterior.

24



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Aspectosrelacionados a execucao da técnica de soroneutralizacdo

Nos testes de soroneutralizagdo realizados neste estudo, para a
quantificacdo de anticorpos contra o virus da cinomose, utilizou-se inicialmente o
cultivo de células Vero. Entretanto, observou-se que o efeito citopético do virus
nestas células (formagdo de sincicios) foi de dificil visualizagdo. Desta forma,
optou-se pelas células MDCK, nas quais o efeito do virus péde ser melhor
avaliado.

Nos testes de soroneutralizacdo em cultura celular para o virus da
cinomose, geralmente utiliza-se a concentracdo viral de 100 DICT 50%/mL,
como demonstrado pela maioria dos trabalhos publicados. Porém, ndo foi
possivel manter esta concentragdo constante no presente estudo, devido a
variagdo dos titulos em cada aliquota de virus descongelada. Isto resultou em
concentragOes virais que variaram de 35 a 750 DICT 50 %/mL. BAKER et al.
(1954) também relataram que um numero de titulagdes em diferentes aliquotas de
virus do mesmo lote, mostrou variacdo consideravel no titulo vira, de até

10 vezes em alguns casos.
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BAKER et al. (1954), GILLESPIE et al. (1958), JOHNSTON et al. (1959)
e BAKER et a. (1959), referindo-se a soroneutralizacdo em ovos embrionados,
afirmaram que a quantidade de virus utilizada para o teste deve ser levada em
consideragdo, por existir uma relagdo inversa entre o titulo de anticorpos
encontrado no soro e a quantidade de virus preconizada para o teste. Por isso, no
presente estudo, um soro com titulo de anticorpo conhecido (1:320) foi testado
em triplicata, para cada aliquota de virus descongelada. Porém, a variacdo no
titulo viral, provavelmente, ndo influenciou nos titulos de anticorpos dos soros
testados, pois a titulacdo do soro controle manteve-se constante em todas as

soroneutralizagoes.

4.2. Avaliacao dostitulos de anticor pos segundo os gr upos de cées estudados

O grupo de cédes ndo vacinados (grupo E) apresentou menor titulo médio
de anticorpos em comparagéo a todos os grupos de cées vacinados (p= 0,003),
conforme Tabelas 1 e 2. Esta observacéo € ilustrada pela elevada porcentagem
(90%) de cées com titulos negativos no grupo E (Tabela 3). Da mesma forma,
OTT et a. (1955) descreveram que o titulo médio do grupo de cées vacinados foi
maior que 0 do grupo ndo vacinado. Também, em um estudo realizado por
OLSON et a. (1997), nenhum dos dez céaes ndo vacinados apresentou titulos

detectaveis pelo teste de soroneutralizacéo.

Tabela 1- Média aritmética dos titulos de anticorpos (log 10) neutralizantes contra
acinomose, Vigosa, 2004.

Grupos”’ Média aritmética (1og 10)
A 0,7609 (15)

B 0,7344 (13)

C 0,6677 (11)

D 0,3204 (6)

E 0,1560 (3)

T A = caes vacinados em clinicas veterindrias seguindo o protocolo indicado
na literatura; B = cées vacinados em clinicas veterindrias ndo seguindo o
protocolo indicado na literatura; C = cdes vacinados em lojas de produtos
agropecudrios seguindo o protocolo indicado naliteratura; D = cées vacinados
em lojas de produtos agropecudrios ndo seguindo o protocolo indicado na
literatura; E = cdes ndo vacinados, ? entre parénteses. nimero de cdes com
titulo de anticorpos positivo.
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Tabela 2 — Contrastes dos titulos (log,g) de anticorpos neutralizantes contra a
cinomose, Vicosa, 2004.

FVI/ QM 77 p3/
Contrastes Ortogonais

E vs ABCDY 5,185 0,003"
AB vsCD 1,929 0,079°
AvsB 0,011 0,912
CvsD 1,809 0,089°
Contrastes Adicionais

AvsC 0,130 0,631
BvsD 2,570 0,042

"BV = Fonte de Variacao; 7 QM = Quadrado Médio; g p = probabilidade; T A = caes
vacinados em clinicas veterinarias seguindo o protocolo indicado na literatura; B = caes
vacinados em clinicas veterindrias ndo seguindo o protocolo indicado na literatura; C = caes
vacinados em |ojas de produtos agropecuarios seguindo o protocolo indicado naliteratura; D =
cdes vacinados em lojas de produtcE agropecuérios ndo seguindo o protocolo indicado na

literatura; E = cdes ndo vacinados, , € 0, significativo a 1, 5 e 10% de probabilidade,
respectivamente.

Por outro lado, OTT et a. (1953) citados por BAKER et a. (1954),
relataram altos titulos de anticorpos neutralizantes em cées com nenhuma historia
de vacinacdo ou infeccdo pelo virus. Os autores sugeriram a existéncia de
infeccOes inaparentes e a ocorréncia de portadores saos.

Pela experiéncia verificada no HOV-UFV, esperava-se que, no grupo de
caes ndo vacinados (grupo E), fosse encontrada uma porcentagem mais alta de
cdes com titulo de anticorpos, uma vez gue, todos 0s anos, varios animais sao
atendidos com diagnéstico clinico de cinomose, sugerindo que estes cades
estariam entrando em contato com o virus a partir de cées doentes ou com
infeccao subclinica.

Conforme ja explicado, dos 30 cdes ndo vacinados do grupo E, 90%
(27/30) néo apresentaram titulo de anticorpos contra o virus da cinomose (Tabela
3), sugerindo gque ndo entraram em contato com O Virus, uma vez que, nao
apresentaram sinais anteriores sugestivos da doenca. Além disso, provavel mente,
também n&o foram subclinicamente infectados, ja que segundo APPEL (1969),

0s cées com infecgao subclinica produzem anticorpos contra o virus.
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Tabela 3 — NUmero e percentual de cdes pertencentes a cada grupo, segundo
variaveis obtidas por meio da aplicacéo do questionario, Vigosa, 2004.

VARIAVEIS Grupa”

A B C D E
IDADE (meses)
6a16 17 (56,70  4(133) 26 (86,7) 7(23,3) 13 (43,3)
17 a36 7(23,3) 17 (56,7) 3(10,0) 14 (46,7) 7(23,3)
Acima de 36 6 (20,0) 9 (30,0) 1(3,3) 9(30,0) 10 (33,3)
CONTATO
Nunca 4(13,3) 5 (16,7) 11(36,7) 6 (20,0) 7(23,3)
Raro 5(16,7) 7(23,3) 9(30,0) 3(10,0) 3(10,0)
Eventual 17 (56,7) 11 (36,7) 4(13,3) 6 (20,0) 4 (13,3)
Freqgiiente 4(13,3) 7(23,3) 6(20,0) 15 (50,0) 16 (53,3)
ULT. DOSE (meses)
Até6 16 (53,3) 2(6,70 17 (56,7) 3(10,0) -
De7all 14 (46,7) 3(10,0) 13 (43,3) 4(13,3) -
Del2a24 - 22 (73,3) - 11 (36,7) -
Acimade 24 - 3(10,0) - 12 (40,0) -
SEXO
Machos 13 (43,3) 15 (50) 14 (46,7) 16 (53,3) 12 (40,0)
Fémeas 17 (56,7) 15 (50) 16 (53,3) 14 (46,7) 18 (60,0)
TITULO
Negativo 15 (50,0) 17 (56,7) 19 (63,3) 24 (80,0) 27 (90,0)
< nivel protetor (1:100) 13 (43,3) 9(30,0) 8 (26,7) 4(13,3) 3(10,0)
> nivel protetor (1:100)  2(6,7) 4(13,3) 3(10,0) 2(6,7) -

U"A = cBes vacinados em clinicas veterinarias seguindo o protocolo indicado na literatura; B = cées

vacinados em clinicas veterinérias ndo seguindo o protocolo indicado naliteratura; C = caes vacinados em

lojas de produtos agropecuérios seguindo o protocolo indicado na literatura; D = cées vacinados em lojas

de produtos agropecuarios ndo seguindo o protocolo indicado na literatura; E = cées ndo vacinados.;
porcentagens do nimero de caes relativo as caracteristicas avaliadas, por grupo.

O presente estudo n&o teve como objetivo tragar o perfil epidemiologico
em relacdo a prevaléncia dos titulos de anticorpos na populacdo canina do
municipio. No entanto, de acordo com as observagOes citadas, € possivel que o
virus da cinomose nédo esteja ocorrendo de forma endémica no municipio de
Vigosa-M G, uma vez que 77,8% (21/27) dos cées do grupo E que apresentaram
titulos negativos, tiveram, em algum momento, contato com outros caes e,
portanto, a possibilidade de infeccdo pelo virus selvagem.

Outra explicacdo seria da doenca ter cardter endémico, porém com
peguena sobrevivéncia dos cées doentes. Assim, a maioria dos cées estaria
entrando em contato com o virus, adoecendo e morrendo, ndo corroborando a
afirmacdo de GREENE & APPEL (1990), para os quais até 75% das infeccOes

sd0 subclinicas, com consequente producéo de anticorpos (APPEL, 1969).
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Uma outra possibilidade seria que os casos diagnosticados clinicamente
como cinomose no HOV-UFV, ndo se tratam de infecdo causada pelo virus em
questdo, uma vez que testes laboratoriais visando o diagnostico definitivo desta
enfermidade, em geral, ndo sdo realizados. Esta suposicdo poderia explicar os
90% de titulos negativos no grupo de cdes ndo vacinados, pois diferentemente do
que se pensava, esta virose pode ndo estar ocorrendo com uma freguéncia
suficientemente alta, para manter a imunidade da populacdo canina. Dessa forma,
os diagnosticos diferenciais para cinomose, ja citados anteriormente, deveriam
ser considerados nos casos suspeitos da doenca.

O titulo médio de anticorpos de todos os cées vacinados em clinicas
veterinérias, independentemente do protocolo indicado pelaliteratura (grupos A e
B), foi maior do que o titulo médio de anticorpos de todos os caes vacinados em
lojas que comercializam produtos agropecuarios (grupos C e D), conforme o
contraste: AB vs CD (p =0,079) (Tabelas 1 e 2).

Quando contrastes adicionais foram realizados, no entanto, observou-se
gue o titulo médio de anticorpos do grupo de cées vacinados em clinicas
veterindrias ndo seguindo o protocolo (grupo B) foi maior do que o titulo médio
de anticorpos dos cées vacinados em lojas de produtos agropecuarios, também
n&o seguindo o protocolo indicado (grupo D) (p = 0,042), conforme Tabelas 1 e
2. Este fato, portanto, foi o responsavel pela diferenca observada entre os grupos
AB e CD, uma vez gue o titulo médio de anticorpos ndo diferiu entre os caes
vacinados seguindo o protocolo indicado, em clinicas veterindrias ou lojas de
produtos agropecuarios (grupos A e C, respectivamente) (p = 0,631), como
demonstrado nas Tabelas 1 e 2.

Observou-se também que houve diferenca entre os titulos de anticorpos
dos cées vacinados, seguindo ou ndo o protocolo indicado, em lojas de produtos
agropecuarios (grupos C e D) (p = 0,089), mas ndo para 0s cdes vacinados em
clinicas veterinérias, independentemente do protocolo (grupos A e B)
(p = 0,912), conforme Tabelas 1 e 2. Isto demonstra que a duragéo da imunidade

foi maior para os cdes vacinados em clinicas veterinarias, uma vez que 0s grupos
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B e D foram formados, principalmente, por cdes que ndo receberam as
revacinagdes quando adultos.

De acordo com estas observacbes, pode-se inferir que ndo ha diferenca
entre vacinar um c&o em uma loja de produtos agropecuérios ou em uma clinica
veterindria, desde que a vacinagdo seja feita dentro do protocolo indicado, ou
sgja, 2 ou 3 doses de vacina quando filhote e revacinagdes dos cées adultos.

A diferenca observada entre os grupos B e D, poderia ser explicada pelos
diferentes tipos de cdes que fregientam ambos estabelecimentos. Os cées
vacinados em clinicas veterindrias pertencem a proprietarios com um melhor
poder aguisitivo, considerando o0 maior custo das vacinas comercializadas nestes
estabel ecimentos, quando comparados aos caes vacinados em |ojas de produtos
agropecuarios. Consequentemente, os primeiros tendem a receber melhor
alimentacéo e cuidados com a saude, fatores que, segundo POVEY (1986) e
OSBURN & STOTT (1989), influenciam positivamente na resposta
imunologica. No entanto, esta explicacdo ndo se justifica plenamente, ja que os
titulos de anticorpos entre os grupos A e C, também vacinados em clinicas
veterindrias e lojas de produtos agropecuéarios, respectivamente, ndo diferiram
(Tabelas 1 e 2). Uma outra explicagéo para a diferenca entre os grupos B e D
seria a ma conservacdo das vacinas comercializadas em lojas de produtos
agropecuarios. Entretanto, esta explicacéo também ndo se justifica, pois os titulos
de anticorpos entre os grupos A e C ndo diferiram (Tabelas 1 e 2).

E possivel, entdo, que as vacinas comercializadas em lojas de produtos
agropecuarios, tenham uma menor eficacia, em virtude de ndo conferirem
imunidade t&o prolongada como as vacinas de clinicas veterinarias, pois como
afirmado por TIZARD & NI (1998), a qualidade de uma vacina é avaliada, entre
outros fatores, pela duracdo da imunidade por ela conferida. Esta falha, no
entanto, pode ser superada, como ja mencionado, vacinando os cdes segundo o
protocolo indicado.

Varios trabalhos publicados, que mensuraram 0s anticorpos contra

cinomose por meio da soroneutralizagdo, consideraram protegidos os cées que
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desenvolveram titulos de anticorpos a partir de 1: 100 (YORK & BURCH, 1961,
POVEY, 1986; McCAW et al., 1998). Este titulo também foi definido como
protetor, ap0s 0s caes terem sobrevivido a0 desafio de exposicdo com virus
selvagem, em trabalho realizado por APPEL (1969).

Uma grande porcentagem de titulos negativos foi encontrada em todos os
grupos de cées vacinados, 0 que ndo era esperado: grupo A = 50% (15/30),
B = 56,7% (17/30), C = 63,3% (19/30), D = 80% (24/30), como demonstrado
pela Tabela 3. Além disso, dentre os cées vacinados que apresentaram titulos
detectaveis, a porcentagem dos titulos de anticorpos neutralizantes considerados
protetores pela literatura (> 1:100) foi baixa: grupo A = 13,33% (2/15),
B =30,77% (4/13), C = 27,27% (3/11) e D = 33,33% (2/6).

Nenhuma vacina imuniza 100% de uma populacdo, devido entre outros
fatores, as variagoes biologicas (GREENE, 1990). No entanto, RIKULA et al.
(2000), pesguisando os niveis de anticorpos neutralizantes contra o virus da
cinomose, em cées com histérico de vacinagdo conhecido, questionaram a
imunogenicidade das vacinas com as gquais os caes foram vacinados, devido aos
baixos titulos de anticorpos encontrados e afirmaram que uma vacina
suficientemente imunogénica deveria produzir uma peguena proporcdo de caes
sem titulos de anticorpos e um aumento na proporcao de cdes com niveis altos.

A amostragem realizada ndo permite que sgjam feitas inferéncias sobre a
populacéo canina de Vigosa-MG. Porém, se o grande nimero de casos suspeitos
da doenca, atendidos todos os anos no HOV-UFV, tratar-se reamente de
infeccd@o pelo virus da cinomose, € possivel que este fato seja uma conseqiiéncia
da baixa imunidade desta populacdo, de forma geral, e ndo apenas dos cées
vacinados em lojas de produtos agropecuarios, como suspeitado inicialmente.
Dessa forma, pesquisas devem ser desenvolvidas para avaliar a imunogenicidade
das vacinas comercializadas atualmente, tanto em clinicas veterinarias quanto em
lojas de produtos agropecuarios, levando em consideragdo a importante
afirmacéo de RIKULA et a. (2000) de que a performance de qualquer vacina

deve ser testada em ensaios de campo e ndo somente no laboratorio.
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A maioria das vacinas contra cinomose comercializadas atualmente é
polivalente, o que, segundo DAVIES & PIDFORD (1991), compromete o
desenvolvimento de uma adequada resposta imunologica. Estes autores
sugeriram que vacinas com multiplos componentes devem ser usadas com
cautela, pois demonstraram que uma vacina contendo cinco antigenos diferentes,
incluindo o da cinomose, promoveu uma menor resposta no titulo de anticorpos
contra todos os antigenos, quando comparada a aplicacdo de uma vacina com
quantidade menor de antigenos. Também para SCHULTZ (1995), quanto mais
componentes sdo combinados em uma Unica vacina, maior serda a interferéncia de
um antigeno com outro. Neste caso, ha competicdo entre as céulas
apresentadoras de antigeno, podendo impedir que o anima responda
normalmente a cada um deles.

Em outro estudo, 11 cées filhotes da raca Beagle, mantidos em isolamento
foram vacinados com trés doses de vacina. Os anticorpos, mensurados pela
soroneutralizagdo, estavam presentes em titulos elevados em todos os
participantes do experimento, mesmo 30 dias apos a aplicacdo da primeira dose,
sendo o titulo médio de 4016 (BIAZZONO et a., 2001). No entanto, os cées
foram mantidos em isolamento e receberam vacina monovalente para cinomose,
fatores que podem ter influenciado os titul os de anticorpos al cancados.

Apesar da grande quantidade de titulos negativos e titulos baixos
encontrados, mesmo em cées vacinados, pode-se afirmar, nas condi¢cbes do
presente estudo, que a vacinagdo ainda é uma ferramenta importante para a
prevencdo da cinomose, considerando a diferenca entre cdes vacinados e néo
vacinados (Tabelas 1 e 2).

4.3. Avaliacao dostitulos de anticor pos segundo a idade e 0 sexo

Avaliando os titulos negativos por faixa etaria nos grupos A e C (caes
vacinados de acordo com o protocolo indicado) observou-se que no grupo A

(c8@es vacinados em clinicas veterindrias) todos os animais com titulos de
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anticorpos negativos concentraram-se nos 17 animais entre seis e 15 meses de
idade, sendo que apenas dois dos 17 cées (11,8%) nesta faixa etaria,
apresentaram titulos detectaveis. Por outro lado, os 13 cées com idade acima de
15 meses apresentaram titulo de anticorpos.

A interferéncia dos anticorpos maternos, ainda presentes nestes animais no
momento da imunizacdo inicial, pode estar relacionada com os titulos negativos
encontrados, uma vez que, segundo POVEY (1986) e GREENE (1990), a
vacinagdo na presenca de anticorpos maternos € a causa mais comum de
interferénciavacina em animaisjovens.

No grupo C, dos 11 cées que apresentaram titulo de anticorpos, nove
(81,8%) tinham entre seis e 16 meses de idade. Destes nove cées, no entanto,
cinco (55,55%) iniciaram a vacinagéo mais tarde do que o indicado, sendo quatro
cdes a partir dos trés meses de idade e um cdo aos dois meses e meio,
diferentemente dos caes do grupo A, que iniciaram a vacinacéo aos 45 dias ou
dois meses de idade, como recomenda o protocol o.

A idade exata na qual os filhotes perdem a sua protecdo materna e
tornam-se capazes de desenvolver uma imunidade ativa, varia em cada ninhada
(BAKER et al., 1959). Estes autores consideraram que 0 momento para vacinar
uma ninhada deve ser aguele em que todos os filhotes estiverem com titulos de
anticorpos maternos abaixo de 1:20, porém, nem todos os filhotes da ninhada
perdem sua protecéo exatamente ab mesmo tempo.

E possivel que a falta da interferéncia dos anticorpos maternos tenha sido
a responsavel pela maior porcentagem de filhotes que responderam a vacinacao
no grupo C, ja que 55,55% destes animais iniciaram e, conseqlentemente,
terminaram 0 esguema de imunizagdo mais tarde (apOs 0s quatro meses de
idade), periodo no qual os anticorpos maternos ja deviam ter declinado para
niveis que ndo interferiram com o virus vacinal .

E provéavel também que as vacinas comerciaizadas nos dois tipos de
estabel ecimentos sgjam pouco imunogénicas. Baixos titulos virais contidos na

vacina a tornam altamente suscetivel a interferéncia dos anticorpos maternos em
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filhotes, fazendo com que o antigeno segja neutralizado antes de se replicar
(TIZARD & NI, 1998). Outra possibilidade é das vacinas polivalentes ndo terem
sido capazes de estimular uma resposta imunologica, devido a competicdo
antigénica por elasinduzida.

Considerando que a maior incidéncia da doenca se da até os 12 meses de
idade (GORHAM, 1966a; GOUVEIA et a., 1987) e de acordo com as
observacoes deste estudo, € provavel que o maior nimero de casos de cinomose
nesta faixa etaria, em cées vacinados, pode ser explicado por falhas na vacinagéo
decorrentes da interferéncia dos anticorpos maternos e, ou, pela aplicacéo de
vacinas pouco imunogénicas. Estas falhas talvez possam ser superadas por um
programa de imunizagdo que termine apos os filhotes completarem quatro meses
de idade, ou melhorando a qualidade das vacinas com o uso, por exemplo, de
vacinas monoval entes para cinomose.

Para avaliar a existéncia de correlacdo entre a idade e o titulo de
anticorpos, foi realizada analise de regresséo para o grupo A. Nos grupos B e D
(cées vacinados fora do protocol o indicado), esta andlise ndo foi realizada porque
outras variaveis, além da idade, podem ter influenciado no titulo de anticorpos,
uma vez gue os caes destes grupos ndo foram adequadamente vacinados. Para o
grupo C, ndo foi encontrado modelo que explicasse a variagéo da idade em
funcéo do titulo. No grupo E, a quantidade de titul os negativos impediu aandlise.

Para o grupo A, foi selecionado o modelo raiz quadrético, com base no
comportamento esperado do titulo em func&o daidade e no R?, que explicou 73%
dos resultados observados. Derivando-se a equagao de regressdo (Figura 1) e
igualando-a a zero pode-se observar que o titulo aumentou até 44,5 meses (ponto
de maximo da curva), diminuindo apos esta idade.

Como discutido anteriormente, cdes até 15 meses apresentaram titulo de
anticorpos mais baixo. A partir dai, a auséncia dos anticorpos maternos,
provavelmente, permitiu maior resposta imunologica, explicando o aumento
observado até 44,5 meses. SCHULTZ (1984) extrapolando para caes os

resultados obtidos em trabalhos com camundongos, afirmou que na idade de 48 a
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72 meses, ha um declinio na imunidade celular e humora, devido a

imunosenescéncia, 0 que esta de acordo com os resultados deste trabalho,

considerando a imunidade humoral.

l[dade Al

(@)
2 T=-5234+2214 +/ID — 0,1659 ID
~ R?=0,73

p =0,0329

0 20 40 60 80

Idade (meses)

Figura 1 — Titulo de anticorpos contra cinomose canina, segundo a idade dos caes
vacinados em clinica veterinaria seguindo o protocolo de vacinagéo indicado, Vicosa,

2004.

A comparacdo entre os titulos de anticorpos em relagdo ao sexo dos
animais, foi realizada apenas para os grupos A e C. Nos grupos B e D, esta
andlise ndo foi feita, por haver outras variaveis que poderiam influenciar nos
resultados, ja que estes caes ndo foram vacinados segundo o protocolo indicado.
No grupo E, a quantidade de titul os negativos impediu a andlise.

O titulo de anticorpos de machos e fémeas ndo diferiu pelo teste de t a
10 % de probabilidade (Tabela 4). Isto significa que o titulo ndo foi influenciado
pelo sexo. Esta observagéo foi corroborada por outros autores (OTT et al., 1955;
McCAW et d., 1998, TWARK & DODDS, 2000; RIKULA et al., 2000).
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Tabela 4 — Valores “t” de Student para as comparacdes dos titulos de anticorpos
contra a cinomose canina determinados no soro de machos e fémeas, Vicosa,
2004.

Grupos Vaoresde“t”
A -0,513 (p > 0,10)
C 0,065 (p > 0,10)

Grupo A = caes vacinados em clinicas veterinarias seguindo o protocolo indicado na literatura;
Grupo C = caes vacinados em lojas de produtos agropecudrios seguindo o protocolo indicado na
literatura

4.4. Avaliacao dos titulos de anticor pos segundo a frequiéncia de contato com

outr os caes

A comparagdo entre o titulo de anticorpos em relagdo a frequéncia de
contato com outros cées foi analisada para os grupos A, B e C. No grupo D, esta
andlise foi inviabilizada, porque todos os titulos positivos pertenciam aos cées
com contato frequente. Isto ndo significa que o contato tenha sido o fator
determinante no titulo de anticorpos deste grupo, uma vez que, no grupo E, dos
27 cdes que ndo apresentaram titulos detectavels, 77,8% (21/27) tiveram, em
algum momento, contato com outros caes. No grupo E, a quantidade de titulos
negativos também impediu a comparacéo.

A meédia dos titulos de anticorpos dos animais que nunca haviam tido
contato com outros cées foi comparada, separadamente, a média dos titulos de
anticorpos dos cées que haviam tido algum tipo de contato, classificado, segundo
0s proprietarios dos cées, como raro, eventua ou freqliente. Em todos os grupos
estudados, o titulo de anticorpos ndo foi influenciado pela existéncia ou néo de
contato com outros caes, independente da frequéncia deste, a 10% de
probabilidade (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores “t” de Student para as comparacfes dos titulos séricos de
anticorpos contra a cinomose canina, em relagdo ao contato com outros caes,
Vicosa, 2004.

Comparacoes Valoresde“t”
Grupo A"

Nunca? vs Raro 0,726 (p > 0,10)
Nuncavs Eventual 0,296 (p > 0,10)
Nuncavs Frequente -0,268 (p > 0,10)
GrupoB

Nuncavs Raro -0,475 (p > 0,10)
Nuncavs Eventual -0,602 (p > 0,10)
Nuncavs Frequente -0,336 (p > 0,10)
Grupo C

Nuncavs Raro 1,123 (p > 0,10)
Nuncavs Eventual 0,318 (p > 0,10)
Nuncavs Frequente 0,754 (p > 0,10)

T'A = cBes vacinados em clinicas veterindrias seguindo o protocolo de vacinagdo indicado; B = cdes
vacinados em clinicas veterindrias ndo seguindo o protocolo de vacinagdo indicado; C = caes
vacinados em lojas de produtos agropecudrios seguindo o protocolo de vacinagdo indicado;
? Nunca = c3es que nunca haviam tido contato com outros, Raro = contato raro com outros caes,
Eventual = contato eventual com outros caes; Freqliente = contato freqliente com outros caes.

Este resultado difere de alguns encontrados naliteratura. OTT et al. (1955)
avaliaram a resposta de anticorpos de cées sadios, por meio da soroneutralizacao,
e observaram que um dos fatores que influenciou o nivel de anticorpos
neutralizantes, foi 0 contato com outros cées. Segundo estes autores, a exposi¢ao
ao virus variou consideravelmente entre cées da area urbana e rural. A maioria
dos cées urbanos ndo vacinados mostrou um titulo de anticorpos
consideravelmente maior, em relacdo aos cdes da area rural, também néo
vacinados. Parece que a exposicdo repetida ao virus foi necesséria para manter
um titulo de anticorpo neutralizante relativamente alto. FENNER et al. (1992)
também afirmaram que o contato com outros caes € fator determinante para a
presenca de anticorpos contra o virus.

No presente estudo, 90% (27/30) dos cées de area urbana néo vacinados
apresentaram titulos negativos, mais uma vez, enfatizando as suposicoes ja
levantadas, de que os cées ndo tiveram contato com o virus selvagem. Este

resultado também é forte indicio de que os titulos de anticorpos mensurados pelo
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teste de soroneutralizacdo, provavelmente, sdo consequentes da vacinacéo
anterior e ndo do contato com outros cées, fato que proporciona maior

credibilidade as suposi¢cdes levantadas por esta pesquisa.

4.5. Avaliagdo dos titulos de anticorpos segundo o numero de doses

recebidas pelos cées e o tempo decorrido desde a ultima dose da vacina

Para verificar a existéncia de correlacéo entre o titulo de anticorpos e o
nimero de doses da vacina recebida pelos cées, foi realizada andlise de regresséo
para 0s grupos A e B em conjunto, no intuito de obter repeticdes suficientes para
a andlise. Foi selecionado o modelo hiperbdlico, que melhor se adaptou aos
dados e que explicou 76 % dos resultados.

Substituindo-se 0 numero de doses na equagdo de regressdo (Figura 2),
observa-se um aumento acentuado no titulo de anticorpos até cinco doses, em
relacdo as diluiches seriadas, utilizadas para o teste de soroneutralizagcéo deste
estudo. Entre a 5 e a 6° dose ndo ha aumento do titulo, sendo que este torna a
aumentar, em uma diluicdo, com sete doses da vacina, e novamente, com 10
doses. Substituindo o valor de 20 doses na equacéo, observa-se que ndo ha
aumento no titulo, em relacdo a 10 doses, nas diluicdes seriadas.

Portanto, até cinco doses da vacina hd um aumento acentuado no titulo de
anticorpos, sendo que, a partir disso, o0 titulo atinge um patamar onde
praticamente se estabiliza. Dessa forma, a revacinacéo dos cées adultos deve ser
realizada, pois permite que o titulo permaneca em um nivel estével, atenuando o
possivel efeito de reducdo no titulo em funcdo do tempo, o qual, segundo
ABLETT & BAKER (1963), inicia-se dois meses ap0s a Ultima vacinagso.

Para os grupos C e D, avaliados em conjunto, ndo foi possivel encontrar

um modelo que explicasse o titulo de anticorpos em fungdo do nimero de doses.
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Grupos AeB

o)
o 2
S 15 T = 2,423-5,183/D
= 1 R?=0,76
a 0,8 p=0,0143

2 3 4 5 6 7 8 9

Numero de Doses

Figura 2 - Titulo de anticorpos contra cinomose canina, em funcdo do nimero de doses
aplicadas em cées vacinados em clinica veterinaria seguindo ou ndo o protocolo de
vacinacdo indicado

N&o foi encontrado modelo que explicasse o titulo de anticorpos em
func&o do tempo decorrido desde a ultima dose da vacina aplicada, considerando
0 conjunto de cées vacinados em clinicas veterinarias e em |lojas de produtos
agropecuarios, dentro do protocolo indicado (grupos AB e CD). OTT et al.

(1955) também ndo encontraram relacdo entre titulo de anticorpos e tempo desde
a ultimaimunizaco.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes do presente estudo pode-se concluir que:

v' Ndo ha diferenca em vacinar 0s cades contra cinomose, em clinicas
veterinérias ou lojas que comercializam produtos agropecuarios desde que a
vacinagdo segja realizada seguindo o protocolo indicado pela literatura, ou
sgja, 2 a 3 doses da vacing, aintervalos de 21 a 30 dias, com revacinagdes dos
caes adultos.

v A vacinacdo contra cinomose é importante, considerando que 0s animais
vacinados apresentaram maior titulo de anticorpos.

v" Nos testes de soroneutralizacdo, o efeito citopatico do virus foi melhor
avaliado com as células MDCK, em relacéo as células VERO.

v O titulo de anticorpos contra cinomose nao apresentou diferenca entre machos
e fémeas e ndo foi influenciado pelo contato com outros caes,
independentemente da freqiiéncia com que este ocorreu.

v O titulo de anticorpos aumentou nos cées até 44,5 meses, declinando a partir
desta idade, e ndo teve associacdo com o tempo decorrido desde a Ultima
vacinacao.

v O titulo de anticorpos aumentou nos caes que receberam até cinco doses da

vacina, mantendo-se praticamente estavel a partir da quinta dose.
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6. PERSPECTIVASFUTURAS

Varias observagdes do presente estudo indicam a necessidade de avaliagéo
das vacinas comercializadas atualmente, em relacdo a sua eficicia. E neste
aspecto, a comparagdo da resposta imunolégica conferida por vacinas
monovalentes e polivalentes, seria fundamental.

Estudos epidemiol6gicos devem ser redlizados para avaliar a prevaléncia
dos titulos de anticorpos na populagdo canina do municipio de Vigosa-MG, pois,
como discutido neste estudo, é possivel que a doenca ndo esteja ocorrendo de
forma endémica.

A padronizacdo de testes laboratoriais acessivels, objetivando realizar o
diagnostico definitivo nos casos suspeitos de cinomose, seria uma ferramenta

muito Util para as pesquisas e para a clinica de pequenos animais.
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Quadro 8.1 — Titulo de anticorpos contra a cinomose no soro de caes vacinados
em clinicas veterinarias, seguindo o protocolo indicado (Grupo A), e
respectivas caracteristicas avaliadas por meio de questionario

Cao Raca Idade Sexo  Contato Dose UltimaDose  Titulo
Meses N® Meses

Al G.Retriever 11 M Nunca 3 8 -
A2 Labrador 13 M Eventual 3 9 -
A3 Rottweiler 10 M Nunca 3 5 -
A4 LhasaApso 14 F Eventua 3 11 -
A5 Bernese 13 M Raro 3 9 -
A6  Pitbull 8 M Raro 3 5 -
A7 Basset Hound 22 F Eventual 4 6 1:10
A8 Poodle 18 M Nunca 4 2 1:160
A9 DogAleméo 8 F Freguente 3 4 -
A10 SRD 13 F Freglente 3 9 1:80
A1l Rottweiler 39 F Freguente 6 11 1:320
Al2 Schnauzer 32 F Eventual 5 3 1:20
A13 Rottweiler 22 F Eventual 4 6 1:40
Al4 Labrador 10 F Eventual 3 6 -
A15 Bernese 9 F Freguente 3 5 -
Al6 Boxer 42 M Raro 6 2 1:10
Al7 Bernese 12 F Eventual 3 8 -
Al18 Bernese 12 F Eventua 3 8 -
Al19 Bernese 60 F Eventual 7 6 1:20
A20 Bernese 72 M Eventua 8 9 1:80
A21 Bernese 48 F Eventual 6 9 1:80
A22 Labrador 12 F Eventua 3 8 -
A23 Dobermann 17 M Eventual 6 4 1:20
A24 SRD 6 M Raro 3 2 1:20
A25 Labrador 15 F Eventud 3 10 -
A26 Boxer 30 M Eventual 6 3 1:10
A27 Pitbull 13 M Raro 3 8 -
A28 Boxer 10 M Eventual 3 7 -
A29 SRD 72 F Nunca 9 3 1:20
A30 Schnauser 18 F Eventual 4 2 1:20
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Quadro 8.2 — Titulo de anticorpos contra a cinomose no soro de cées vacinados

em clinicas veterin&rias, ndo seguindo o protocolo indicado (Grupo B), e
respectivas caracteristicas avaliadas por meio de questionario

Céo Raca Idade Sexo  Contato Dose UltimaDose  Titulo
Meses N Meses

B1  Cocker Spaniel 21 M Nunca 3 17 1:10
B2 SRD 24 F Nunca 3 19 1:40
B3  Labrador 24 M Eventual 3 20 -
B4  DogAleméo 40 M Eventual 4 24 -
B5  Schnauzer 43 F Nunca 5 18 -
B6  SdoBernardo 62 F Raro 6 18 -
B7  Labrador 59 M Eventual 6 18 1:10
B8  Cocker Spaniel 24 F Raro 2 24 -
B9  Labrador 19 F Eventual 3 14 -
B10 SRD 53 M Raro 3 a7 -
B11l Mastiff Inglés 26 M Freqliente 3 22 -
B12 Poodle 42 M Frequente 3 38 -
B13 Boxer 20 M Eventua 3 15 -
B14 Tecke 26 M Eventua 3 22 1:20
B15 SRD 26 F Raro 5 15 1:20
B16 SRD 26 F Raro 5 15 1:80
B17 SRD 18 M Eventual 3 15 1:80
B18 SRD 24 M Eventua 3 21 -
B19 SRD 24 F Eventual 3 22 -
B20 SRD 24 F Raro 3 21 1:160
B21 SRD 16 M Freglente 1 13 -
B22 SRD 10 F Freglente 1 6 -
B23 Tecke 29 M Nunca 3 24 -
B24 Schnauzer 60 F Eventua 8 14 1:320
B25 SRD 72 F Eventual 4 14 1:320
B26 SRD 34 M Nunca 2 28 -
B27 SRD 12 F Fregliente 1 4 1:20
B28 Fitbull 14 M Raro 2 11 -
B29 SRD 60 F Freqliente 1 8 1:160
B30 SRD 24 F Freglente 1 8 1:20

51



Quadro 8.3 — Titulo de anticorpos contra a cinomose no soro de caes vacinados
em |lojas de produtos agropecuarios, seguindo o protocolo indicado (Grupo C),
e respectivas caracteristicas avaliadas por meio de questionario

Cao Raca Idade Sexo  Contato Dose UltimaDose  Titulo
Meses N Meses

Cl1 Poodle 36 F Freglente 5 4 1:20
C2 SRD 15 M Nunca 3 8 1:80
C3  Pastor Alemdo 12 M Freqliente 2 8 -
C4 SRD 48 F Nunca 7 2 -
C5 SRD 12 F Nunca 3 6 1:160
C6 Poodle 6 F Raro 2 2 -
C7  Fitbull 12 M Nunca 3 9 -
C8 SRD 16 M Nunca 3 11 -
C9  Pitbull 12 M Freqlente 3 7 1:80
C10 SRD 24 F Nunca 4 7 1:40
C11 Pinsher 7 F Freglente 3 4 -
C12 Poodle 11 F Nunca 3 8 -
C13 Akita 9 F Eventua 3 5 -
Cl14 Pitbull 11 M Eventual 3 7 -
C15 SRD 10 M Freglente 3 7 -
Cl6 SRD 8 F Nunca 3 4 -
C17 Pitbull 8 F Raro 3 4 -
C18 Pitbull 7 M Raro 3 3 1:40
C19 SRD 12 M Eventual 3 8 1:80
C20 SRD 6 M Raro 3 2 -
C21 PFitbull 9 F Nunca 3 5 1:80
C22 Poodle 8 M Raro 3 4 1:160
C23 Boxer 32 M Raro 5 4 -
C24 Poodle 11 F Nunca 3 8 1:320
C25 PFitbull 10 F Nunca 3 4 -
C26 SRD 7 M Raro 3 3 -
C27 SRD 12 M Freglente 3 8 -
C28 Tecke 7 F Raro 3 3 -
C29 Tecke 16 F Raro 4 3 -
C30 Poodle 14 F Eventua 2 10 1:10
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Quadro 8.4 — Titulo de anticorpos contra a cinomose no soro de caes vacinados
em lojas de produtos agropecuarios, ndo seguindo o protocolo indicado
(Grupo D), e respectivas caracteristicas avaliadas por meio de questionério

Cao Raca Idade Sexo  Contato Dose UltimaDose  Titulo
Meses N  Meses
D1 SRD 29 F Eventual 3 24 -
D2 SRD 17 M Freguiente 3 14 1:160
D3 SRD 10 M FreqUente 1 4 1:20
D4 SRD 11 M Nunca 1 9 -
D5 Boxer 42 F Raro 3 36 -
D6 SRD 48 M Frequente 3 43 1:20
D7 SRD 19 M FreqUente 3 15 1:10
D8 SRD 12 M Freglente 1 10 -
D9 SRD 67 F Nunca 5 36 -
D10 SRD 12 F Eventual 1 9 -
D11 SRD 27 M FreqUente 2 24 1:40
D12 Boxer 7 M Freglente 1 3 -
D13 SRD 21 F Nunca 3 16 -
D14 SRD 28 F Freguente 2 24 -
D15 SRD 60 F Nunca 3 54 -
D16 Pinsher 41 M Nunca 3 36 -
D17 SRD 42 F FreqUente 3 36 -
D18 Rottweiler 10 M Raros 2 7 -
D19 Pitbull 30 F Eventual 3 24 -
D20 SRD 48 F Freglente 3 42 -
D21 Pitbull 6 M Freguente 1 4 -
D22 Pitbull 24 M Freguente 2 27 -
D23 SRD 36 F Raro 2 34 -
D24 SRD 30 F Eventual 2 28 -
D25 SRD 26 M Eventual 3 18 -
D26 SRD 24 M Freglente 3 18 -
D27  Labrador 438 M Freguente 3 42 1:160
D28 Boxer 18 F Eventual 3 12 -
D29 SRD 60 F Nunca 5 36 -
D30 Pitbull 21 M Freglente 2 18 -
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Quadro 8.5 — Titulo de anticorpos contra a cinomose no soro de caes nao
vacinados (Grupo E), e respectivas caracteristicas avaliadas por meio de
guestionario

Céo Raca Idade Sexo  Contato Titulo
Meses
El Pinsher 24 F Freglente -
E2 SRD 36 M Nunca -
E3 SRD 18 F Freglente -
E4 SRD 60 F Nunca -
E5 SRD 12 F Frequente -
E6 SRD 24 M Raro -
E7 SRD 45 F Frequente -
E8 SRD 60 F Nunca -
E9 SRD 12 M Nunca -
E10 SRD 48 F Raro -
E1l SRD 13 F Frequente -
E12 SRD 12 F Freglente -
E13 SRD 9 F Eventual -
E14 SRD 6 F Freglente -
E15 SRD 24 M Nunca -
E16 SRD 8 M Freglente -
E17 SRD 6 F Nunca 1:20
E18 Dobermann 6 F Nunca -
E19 SRD 60 M Frequente -
E20 SRD 24 F Freglente -
E21 SRD 36 M Eventual -
E22 SRD 60 F Eventual 1:60
E23 SRD 60 M Freguiente 1:40
E24 SRD 48 F Freglente -
E25 SRD 12 M Eventual -
E26 SRD 11 F Freglente -
E27 SRD 12 M Frequente -
E28 SRD 72 M Raro -
E29 SRD 48 M Frequente -
E30 SRD 8 F Freglente -




8.6 Questionario

N° da Ficha: Data
Proprietario:
Endereco:
Bairro: Telefone:
Dados sobre 0 animal:
1) Nome:
2 Sexo. OM 0OF
3) Idade: anos meses
4) Raca
Habitos do animal:
1) Tem contato com cées de fora do ambiente onde vive?
O Freglientemente O Eventuamente O Raramente O Nunca
Salde do animal:
1) O cdo jaapresentou algum destes sintomas:
1.a) Diaréa U Sm U Nao 1.d) Secrecdoocular O Sim O Néo
1b)Vomito O Sm 0O Nao 1.€) Tosse Osim U Nao
1.c) Convulsbes O Sim O Nao 1.f) Secrecgéo nasal O Sm 0O Néo
Outros
V acinagso:
1) Quando filhote:
1.8) O animal recebeu a vacina séxtupla?
O sm O Néo
1.b) Quantas doses? 01 0203
1.c) Qual o esquema de vacinacdo
2) Quando adulto:
2.8) O animal recebe a vacina séxtupla anual mente? OSm O Néo

Ultima dose h& quantos meses/anos?

3) Onde o animal foi ou costuma ser vacinado?
O ClinicaVeterinéria 0 CasaAgropecudria

Outros

55



8.7 Determinacéo do titulo viral pelo método de REED & MUENCH

Com o objetivo de determinar o titulo viral, varias dilui¢des da suspensao
viral sdo realizadas e misturadas ao cultivo celular, na microplaca. No dia da
leitura, 0 niUmero de pocinhos com efeito citopético, em cada diluicdo, €
identificado.

Para exemplificar, suponhamos que o resultado da leitura foi como
demonstrado a seguir, sendo que o sinal de adi¢éo indica a presenca de efeito
citopatico.

DiluicBes 10*  10°® 10° 10* 10° 10° 107
+ 8 8 8 8 8 3 0
0 0 0 0 0 5 8

Apés, calculamos os totais acumulados, da seguinte forma: os resultados
positivos somam-se da direita para a esquerda e os resultados negativos somam-
se daesquerda paraadireita:

DiluicBes 10*  10° 10° 10* 10° 10° 107
Total + 43 35 27 19 11 3 0
Total - 0 0 0 0 0 5 13

A partir destes valores acumulados, estabelecemos uma nova relagdo
positivo/total, para entdo, calcularmos o percentual de positividade para cada
diluicéo:

DiluicBes 10t 102 10° 10* 10° 10° 107
Positivo/total  43/43  35/35 27/27 19/19 1111 3/8 0/13
% Positividade 100 100 100 100 100 375 O

O ponto no qual encontra-se 50% de positividade esta entre as diluicoes
10™ (100%) e 10° (37,5%). Para calcular o intervalo exato entre estas duas
diluicdes, aplica-se a seguinte formula:

50. - imediatamenteinferior a50%  x log darazdo da
% imediatamente % imediatamente diluicdo

superior a 50% inferior a 50%

50 - 375 x 1=0,2
100- 37,5
O valor obtido daformula é subtraido da diluicdo na qual a morte celular €
imediatamente inferior a 50%: 6 — 0,2 = 5,8. Desta forma, a diluicdo que
impediu o desenvolvimento de 50% das lesBes celulares foi 10°°. Fazendo-se o
antilog de 0,8 obtém-se a diluicdo correspondente ao resultado final:
6,3 x 10° DICT 50%.
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