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Resumo

Objetivo — Mensurar titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus da cinomose (canine distemper virus-CDV) em soro de caes man-
tidos no abrigo da Associagdo Protetora de Animais de Taubaté (APATA), Taubaté-SP, e avaliar o grau desta populagdo contra cinomose.
A cinomose é uma doenca infectocontagiosa canina causada pelo CDV. Os testes de soroneutralizagdo viral (SN) mensuram os titulos
séricos de anticorpos neutralizantes e sdo considerados padrao ouro (gold standard) para avaliar protecdo contra a cinomose em caes..
Métodos — Foram analisadas 52 amostras de soro pela técnica de SN microscépica adaptada utilizando CDV da linhagem Lederle Bio-
Vet com passagem em fibroblastos de embrides de galinha (FEG), associando tais pardmetros aos dados de histérico clinico e achados
durante o exame fisico. Resultados — Anticorpos foram detectados em 71,2% (37/52) das amostras. Uma Unica apresentou titulo 32
(1,9%, 1/52), 15,4% (8/52) apresentaram titulos >16 e a maioria (51,9%, 27/52) apresentou titulos entre 4 e 8. Conclusao — Conside-
rando-se titulos >32 como protetores, pode-se inferir que com excecao de um Gnico animal, a populagao do abrigo encontrava-se des-
protegida contra cinomose. Ao final do presente estudo elucidou-se a necessidade de um programa de revacinagdes anuais e melhorias
nas praticas de manejo.

Descritores: Cinomose; Doencas do cao; Anticorpos neutralizantes; Testes de neutralizagao

Abstract

Objective — To measure neutralizing antibody titers against canine distemper virus (CDV) in serum of shelter dogs from Associagao
Protetora de Animais de Taubaté (APATA), Taubaté-SP, Brazil, and to evaluate the protective level of this population against distemper.
Distemper is an infectious diseases caused by CDV. Seroneutralization tests (SN) can be used to determine serum antibody titers and
are considered the gold standard method for evaluation of protection against distemper in dogs. Methods — We analyzed 52 serum
samples by SN using CDV Lederle Bio-Vet CDV strain adapted to fibroblasts of chicken embryos. In addition to sampling, clinical and
physical examinations were performed. Results — Distemper was reported as a common disease in the shelter despite regular vaccina-
tion. Antibodies were detected in 71.2% (37/52) of samples. A unique sample presented titer 32 (1.9%, 1/52), 15.4% (8/52) of them
presented antibody titers >16, and the majority (51.9%, 27/52) presented titers between 4 and 8. Conclusions — Considering titers >32
as protective, we can conclude that with the exception of a unique animal, the shelter dog population was unprotected against dis-
temper. Even considering titers >16 as protective, only 15. 4% (8/52) of the animals shelter could be considered protected. In order to
increase the immune protection status of the shelter dogs against distemper, we suggest an annual revaccination program, revaccination
intervals as specified by the manufacturer in addition to reducing the environmental stress by improving unspecific conditions in the
institution.

Descriptors: Distemper; Dog diseases; Antibodies, neutralizing; Neutralization tests

Introducao

A cinomose é uma doenga infectocontagiosa causada
pelo virus da cinomose (canine distemper virus - CDV), o
qual se dissemina facilmente em populagdes caninas e
de outros carnivoros e se caracteriza por elevadas morbi-
dade e mortalidade'. O CDV pertence ao género Morbil-
livirus, familia Paramyxoviridae e sua principal forma de
transmissao é horizontal, através de contato direto ou ae-
rossolizagao de exsudato respiratério e de outras excre-
¢oes®. Os estratos das populagdes caninas mais suscetiveis
a cinomose sao animais jovens e ndo vacinados®.

A infecgdo com o CDV pode ser inaparente ou se ca-
racterizar por sinais clinicos discretos a severos, culmi-
nando em morte®. Os sinais clinicos da cinomose in-
cluem anorexia, depressao, conjuntivite, hiperqueratose
de coxins plantares, inflamacgao catarral de bronquios e
laringe, vomitos e diarreia. Muitas vezes, também ocor-
rem manifestagcdes neuroldgicas, incluindo apatia, ata-
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xia, mioclonia, tremores e cegueira. Além destes sinais,
a cinomose se caracteriza por severa leucopenia e perda
da capacidade proliferativa dos linfécitos, resultando
em imunossupressdao e aumento da suscetibilidade a
infecgdes oportunistas*®. Embora as linhagens virais se-
jam relevantes na manifestacao dos diferentes sinais cli-
nicos da cinomose, a eficiéncia da resposta imune do
animal também determina o curso clinico da doencga.
Animais que atingem titulos de anticorpos e citotoxici-
dade mediada por células em niveis adequados sdo ca-
pazes de eliminar os virus da maioria dos tecidos com
remissdo dos sinais clinicos. Animais que apresentam
fraca resposta imune manifestam sinais clinicos mais
severos e os virus persistem nos tecidos até a morte?.
As vacinas contra cinomose podem induzir imunidade
prolongada em elevada porcentagem dos animais, ca-
pazes de determinar pelo menos trés anos de imunidade
em animais saudaveis sob condi¢des experimentais’®.



De fato, tem havido controvérsia a respeito da revaci-
nacdo anual tradicionalmente utilizada na clinica vete-
rindria de carnivoros em favor da adogao de intervalos
maiores para as revacinacoes. Entretanto, as vacinas
nao fornecem uma protegdo absoluta contra a doenga
ou protegem todos os animais igualmente. O grau e du-
racdo da protecgdo vacinal variam com o tipo de vacina
e com o animal, assim como a dose infectante, virulén-
cia e prevaléncia do patégeno. Sendo assim, os veteri-
narios devem avaliar os riscos e beneficios da vacinacao
e determinar os protocolos vacinais mais apropriados
baseando-se nas necessidades individuais dos ani-
mais®'’. Em contraposicdo com animais domiciliados,
animais mantidos em abrigos e canis podem ser expostos
a uma quantidade maior de patégenos. Além disso,
estresse, imunossupressio e ma nutricio podem
diminuir a disponibilidade de nutrientes e proteinas
para a divisao celular, suprimindo a resposta imune e
contribuindo para a formagdo ineficiente de anticorpos
vacinais'.

A presenca de anticorpos séricos contra CDV indica
a exposicao do animal a antigenos virais e pode servir
como parametro para sinalizar a circulagdo do virus
no ambiente em que vivem os animais soropositivos
caso ndo sejam vacinados. Os testes de soroneutraliza-
¢do viral (SN) mensuram os titulos séricos de anticorpos
neutralizantes que interferem na adesdo e penetragiao
viral nas células alvo e sdo considerados como padrao
ouro (gold standard) para avaliar a protegao contra in-
feccdes pelo CDV em caes. Anticorpos neutralizantes
podem persistir por toda a vida do animal***. Sendo
assim, a detecgdo de anticorpos neutralizantes contra
CDV em individuos ndo vacinados indica exposi¢ao
natural ao virus e a mensuracao dos titulos de anticor-
pos pode avaliar o nivel de protecdo ap6s infec¢do na-
tural ou vacinagdo®*. Os objetivos do presente estudo
consistiram em mensurar os titulos de anticorpos séricos
neutralizantes contra CDV em cdes mantidos no abrigo
da Associacao Protetora de Animais de Taubaté (APATA)
no municipio de Taubaté-SP e avaliar o grau de protegao
imune destes animais contra a cinomose.

Métodos
Animais e amostras

Foram obtidas amostras de soro de todos os caes
(n=52) mantidos no abrigo da APATA, Taubaté-SP em
2010. Exames fisicos foram efetuados no momento de
colheita das amostras, com registro de alteragdes ob-
servaveis a inspecao e determinagdo do estado geral.
Foram extraidos dos histéricos dos animais dados indi-
viduais sobre: procedéncia (se nascidos na instituicao,
resgatados da rua/animais errantes, retirados de seus
proprietarios por motivos de maus tratos ou doados),
sexo, raca, faixa etaria ou data de nascimento, doencas
manifestadas durante a permanéncia no abrigo e vaci-
nacoes recebidas. A colheita das amostras ocorreu 11
meses apds a dltima vacinagdo no caso de todos os
animais adultos. Volumes de sangue entre 2mL e 10mL
foram colhidos de todos os caes assepticamente em tu-
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bos secos (BD Vacutainer® Tubes, BD Diagnostics) por
venopuncgao das veias cefalicas ou jugulares mediante
contengao fisica. Apds a colheita, as amostras foram
deixadas a temperatura ambiente por 15 minutos e
transportadas refrigeradas até o Laboratério Multidisci-
plinar da Universidade Paulista (UNIP) em S3o José dos
Campos-SP, onde chegaram ap6s 12 horas. As amostras
foram centrifugadas por 5 minutos e o soro obtido trans-
ferido para tubos conicos de polipropileno, posterior-
mente identificados e armazenados a -18°C até o mo-
mento de sua utilizagdo. Todos os procedimentos
descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIP (Certificado 025/10 CEP/ICS/UNIP).

Soroneutralizacdo microscopica (SN)

Para a deteccao e mensuragdo de anticorpos neutra-
lizantes contra CDV no soro dos animais foi realizada
a técnica de SN microscépica adaptada utilizando CDV
linhagem Lederle Bio-Vet com passagem em fibroblas-
tos de embrides de galinha (FEG) com oito dias de vida
no Laboratdrio de Controle de Qualidade da empresa
Bio-Vet S/A™". As amostras de soro foram descongela-
das no momento de utilizagdo em temperatura am-
biente, inativadas a 56°C por 30 minutos, mantidas por
12 horas entre 2 a 8°C e diluidas serialmente 1/2, 1/4,
1/8,1/16, 1/32, 1/64, 1/128 e 1/256. As amostras dilui-
das foram incubadas em microplacas de 96 orificios
de fundo chato com 100 doses infectantes de CDV ca-
pazes de causar efeito citopatico em 50% das células
em cultura (100 TCIDs5go,) por 60 minutos a 37°C em
estufa com 3% a 5% de CO2. A seguir, foram adiciona-
dos 100 pL da suspensao celular de FEG a uma con-
centracdo de 5 x 10° células/mL em todas as cavidades,
as quais foram incubadas por cinco dias a 37°C em es-
tufa com 3% a 5% de CO2. Depois deste periodo,
foram realizadas as leituras das placas em microscépio
invertido para verificar a presenca ou auséncia de efeito
citopatico. O titulo para CDV de cada amostra foi de-
terminado como o inverso da maior diluicao de soro
capaz de determinar a protecdo completa do tapete
celular (100%)".

Resultados

A cinomose foi reportada como uma doenca de ocor-
réncia comum no abrigo. A maioria dos caes mantidos
no abrigo era composta por animais jovens com até 24
meses, embora também houvesse filhotes e caes senis
com mais de 12 anos de idade. Dos 52 animais avalia-
dos, 24 eram fémeas e 28 machos. Oitenta e cinco por
cento (44/52) dos animais eram provenientes das ruas
(errantes), provavelmente vitimas de abandono e 15%
(8/52) haviam sido removidos de seus lares de origem
devido a dentincias de maus-tratos. Nenhum animal ti-
nha raga definida e todos estavam castrados, com ex-
cegao dos filhotes. A dieta era composta por ragao ca-
nina comercial de boa qualidade e agua ad libitum.
De acordo com o exame fisico, os animais foram clas-
sificados em estado clinico bom ou regular, com exce-
¢do de um animal classificado como doente, o qual
apresentava sinais clinicos compativeis com cinomose
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Tabela 1. Titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus da cinomose (CDV) obtidos mediante soroneutralizacdo viral
(SN) microscépica em amostras séricas de caes mantidos no abrigo APATA distribuidos em funcao da faixa etaria.

Taubaté-SP, 2010/2011

Caracteristicas dos animais (n)

Titulos* Filhotes Adultos jovens Adultos Senis Total
0-6 meses 7-12 meses 13-24 meses 25 meses — 5 anos > 5 anos
0 10 0 1 2 2 15
2 0 0 2 0 0 2
4 3 2 4 3 0 12
3 1 3 2 6 3 15
16 0 3 2 0 2 7
32 0 0 0 0 1 1
Total 14 8 11 11 8 52

* Os titulos de anticorpos contra CDV foram determinados como o inverso da maior dilui¢ao de soro capaz de determinar a protecdo completa do tapete celular

(100%)

no momento do exame e colheita das amostras. O es-
tado clinico bom foi determinado por verificagdo de
comportamento ativo, pelagem em bom estado e con-
digdo corporal adequada. O estado clinico regular foi
determinado pelo comportamento ativo e condigdo
corporal inadequada (baixo peso) ou presenca de es-
coriacdes e/ou dermatites localizadas discretas. Resul-
tados de exames hematolégicos ndo estavam disponi-
veis para complementar a avaliagao do estado clinico
de cada animal. Os animais mantidos no abrigo eram
imunizados anualmente contra raiva com vacina mo-
novalente e com vacina polivalente contra cinomose,
hepatite infecciosa viral, doengas respiratdrias virais,
parvovirose, coronavirose e leptospirose. Quase metade
da populagao considerada (46,1%, 24/52) era residente
no abrigo ha pelo menos trés anos e havia recebido
duas revacinagdes anuais além das doses iniciais. Foi
relatado que os animais ingressantes ndo sao segregados
dos animais residentes e que os primeiros sao vacinados
em até duas semanas ap6s a admissdo. O protocolo
vacinal para animais ingressantes consistia em dose
Unica de vacina contra raiva e duas doses de vacina
polivalente com 15 dias de intervalo no caso de adultos
e em trés doses com 15 dias de intervalo no caso de fi-
lhotes e jovens com até 12 meses de idade.

Apresentaram anticorpos contra CDV 71,2% dos ani-
mais (37/52). Entre estes animais soropositivos, a fre-
quéncia de ocorréncia de individuos apresentando titu-
los de anticorpos neutralizantes contra CDV >16 foi de
15,4% (8/52), sendo que um Unico individuo apresentou
titulo 32 (1,9%, 1/52). Foram identificados 15 animais
soronegativos para CDV na populagao, incluindo o ani-
mal doente, perfazendo um total de 28,8% (15/52) de
soronegativos na populacdo do abrigo. A maioria dos
caes (51,9%, 27/52) apresentou titulos entre 4 e 8. Ca-
torze filhotes (26,9%, 14/52) nao estavam vacinados no
momento de colheita das amostras, mas mantinham
contato com os demais residentes. Embora nenhum des-
tes filhotes tenha manifestado sinais compativeis com
cinomose, trés deles apresentaram titulo 4 de anticorpos
contra CDV e um deles apresentou titulo 8; nos demais
10 filhotes nao foram detectados anticorpos. Os titulos
de anticorpos neutralizantes obtidos para os caes man-
tidos no abrigo APATA distribuidos em funcdo da faixa
etaria estdo apresentados na Tabela 1.
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Discussao

De acordo com alguns autores'", titulo >16 sdo
considerados protetores contra a cinomose, de modo
que titulos inferiores poderiam significar suscetibilidade
a doenca. Por outro lado, outros autores'" consideram
titulos 16 apenas parcialmente protetores, enquanto ti-
tulos > 32 seriam protetores. Se apenas titulos > 32 fo-
rem considerados protetores, é possivel considerar que
a populagado de caes analisada ndo se encontrava pro-
tegida contra a cinomose, pois apenas um animal do
abrigo apresentou titulo 32. Ainda que titulos > 16 se-
jam considerados protetores, apenas 15,4% (8/52) dos
animais do abrigo poderiam ser considerados protegi-
dos. A maioria dos animais apresentou titulos < 8, o
que é sugestivo de auséncia de protegao imune contra
a doenca, embora seja possivel que tais animais pos-
suissem imunidade celular, imunidade de mucosas ou
ainda células B de meméria™.

Os resultados soroldgicos obtidos na SN estdo em
conformidade com o fato da cinomose ter sido repor-
tada como doenca de ocorréncia comum no abrigo
APATA. Neste sentido, um aspecto que merece destaque
se refere a presenca de animais agindo como potenciais
fontes de infeccdo. O animal doente, provavelmente
apresentando cinomose, poderia estar excretando virus,
assim como os filhotes soropositivos que ndo haviam
sido vacinados e que mantinham contato direto com o
restante da populagdo suscetivel do abrigo. Nao foi
possivel determinar se filhotes que apresentaram titulos
soroconverteram por infec¢do natural dentro do abrigo
ou se ja foram introduzidos albergando o virus adqui-
rido externamente, uma vez que ndo foram mantidos
segregados. Com base nestas informagdes, seria con-
veniente manter animais ingressantes e filhotes segre-
gados da populagdo residente adulta até que estejam
finalizados os respectivos protocolos vacinais e que
ndo haja sinais de doencas infecctocontagiosas.

A presenca de individuos com condigdo clinica re-
gular corrobora a possibilidade de subnutricao e imu-
nossupressdo discretas''. Apesar do oferecimento de
dieta adequada, é possivel que animais de comporta-
mento dominante prejudiquem a ingestao 6tima de ali-
mento por parte dos animais mais submissos, de forma
que os Gltimos se tornem subnutridos, ainda que isso
ndo seja claramente perceptivel por parte dos mante-
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nedores do abrigo. Sendo assim, embora as causas da
suposta falha vacinal no abrigo nido sejam claras, é
possivel que o estresse ambiental esteja implicado.

Considerando a situacdo epidemiolégico-sanitaria do
abrigo APATA e visando elevar a protegdo imune da
populagao residente contra cinomose, sugere-se manter
a revacinagdo polivalente anual que inclui vacinagao
contra cinomose. Em funcdo dos resultados obtidos e
da responsabilidade dos veterindrios em estabelecer
protocolos vacinais conforme as necessidades indivi-
duais dos animais®?, considera-se que as orientagdes
para revacinagdes trianuais ou com intervalos maiores
contra cinomose® ndo seriam adequadas para a popu-
lacdo avaliada no presente estudo.

Conclusao

Com o presente estudo pode-se concluir que a po-
pulacdo canina mantida no abrigo APATA é suscetivel
a cinomose, que neste aspecto se comporta como uma
populagdo com grande adensamento e sem adequada
protecdo imune. As causas podem estar associadas a
erros de manejo, estresse ambiental e falhas nas medi-
das de prevencao especificas associadas a forma de
administragdo da vacinagdo. Visando elevar a protecao
imune sdo sugeridas manutengdo da revacinagao anual
contra cinomose, segregacdo de animais ingressantes
e filhotes para realizagdo da primovacinagao e melho-
rias nas condi¢des gerais do abrigo, reduzindo-se ao
minimo os estressores ambientais como a superlotagao
e dividindo-se os animais em grupos menores de acordo
com as faixas etarias.
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