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A ciéncia é o caminho que nos leva a avancar com seguranca em direcéo a solugoes,
0 processo investigativo é inevitavel para se conseguir uma solucao paliativa ou definitiva
para os diversos processos fisiopatologicos que acometem os animais. E com esse
propésito que essa obra de “Investigacdo Cientifica e Técnica em Medicina Veterinaria
2” esta sendo disponibilizada, um e-book que de forma primorosa passeia pelos mais
diversos temas da ciéncia animal, trazendo reflexdes cientificas e esclarecimentos para os
profissionais que trabalham nessa area tdo nobre que a Zootecnia e Medicina Veterinaria.

Os autores estdo localizados nas mais diversas regides do Brasil, conferindo
diversidade aos assuntos abortados pelos pesquisadores. Os capitulos trazem consigo um
apanhado de revisao bibliografica e de experimentacao cientifica sobre varios assuntos,
como: radiologia e ultrassonografia, procedimentos anestésicos e cirlrgicos, viroses,
ambiéncia animal, protocolos anti-helminticos, exames hematolégicos, tratamentos de
tumores e alternativas de alimentagao de ruminantes.

Percebe-se com os temas citados acima que € uma coletdnea de assuntos de
suma importancia para atualizacéo de estudantes e profissionais, que encontram nesses
capitulos uma revisao diversificada das principais informagcdes da medicina veterinaria
atual. Tornando esse e-book como uma obra técnica cientifica a ser disponibilizada a
todos aqueles que pretendem encontrar uma fonte confiavel e objetiva sobre os mais

diversos assuntos da ciéncia animal.

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: O parvovirus canino (CPV) surgiu
em 1978, rapidamente se disseminando pelo
mundo e causando sérias enfermidades
na populacdo canina. Desde entdao o uso
de vacinas e medidas profilaticas tem sido
a principal defesa contra este virus. Com
isso, este presente estudo tem por finalidade
avaliar a prevaléncia de parvovirose no
municipio de Fortaleza, através de técnicas de
hemaglutinacéo e isolamento viral. Este estudo
mostra que os virus encontrados demonstraram
peculiaridades quanto ao descrito na literatura,

com uma viruléncia altissima em CPE,
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causando lise total em apenas 24h, porém a
hemaglutinacdo demonstrou uma capacidade
fraca de aglutinacéo.
PALAVRAS-CHAVE:
Hemaglutinagdo. Isolamento viral.

Parvovirose.

ABSTRACT: (CPV)
appeared in 1978, quickly spreading around the

Canine  parvovirus
world and causing serious illnesses in the canine
population. Since then, the use of vaccines
and prophylactic measures has been the main
defense against this virus. Thus, this study aims
to assess the prevalence of parvovirus in the
city of Fortaleza, using hemagglutination and
viral isolation techniques. This study shows
that the viruses found showed peculiarities
as described in the literature, with a very high
virulence in CPE, causing total lysis in only 24
hours, however the hemagglutination showed a
weak agglutination capacity.
KEYWORDS: Parvovirus.
Viral isolation.

Hemagglutination.



Desde sua identificacao inicial no final da década de 1970, o parvovirus canino (CPV)
vem evoluindo, gerando variantes genéticas e antigénicas em todo o mundo. Desde a sua
emergéncia, o CPV permaneceu como causa comum e importante da morbidade e da
mortalidade em cées jovens em todo o mundo. A evolugcédo do CPV tem dado variantes
antigénicas, CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c. (CLARK et al., 2018, p. 50)

Dados moleculares e epidemiologicos indicam que o CPV-2c, por exemplo, € bastante
prevalente em varios paises e € geralmente associado a doengas graves em cées adultos,
incluindo aqueles com registro incompleto de vacinagdo. O primeiro relato do subtipo
CPV-2c relatado na América do Sul foi em Uruguai em 2007, sendo o primeiro relato no
Brasil realizado em 2008. No Brasil, a variante do CPV-2 ja foi descrita, especialmente no
sul e sudeste do Brasil. (CASTRO et al., 2011, p. 336; PEREZ et al., 2007, p. 148)

Neste estudo, foi avaliado a prevaléncia de casos de parvovirose canina no
municipio de Fortaleza, através de amostras de fezes de céaes, utilizando-se das técnicas
de hemaglutinacéo e isolamento viral.

Foram coletadas 40 amostras de fezes de varias localidades do municipio de
Fortaleza, abrangendo residéncias, clinicas particulares e o UVZ sede da cidade. Essas
amostras foram congeladas para sua armazenagem. Ao descongelar, foram coletados
0.5¢g de fezes e diluido em 4,5ml de tampéao TRIS, e foram centrifugadas a 3.000 RPM por
10 minutos, apds isso foi coletado o sobrenadante, que foi armazenado em eppendorfs e
resfriado até o momento da hemaglutinagao.

HEMAGLUTINACAO. Para a hemaglutinacéo, foi coletado 16ml sangue de suinos
através da puncao da veia jugular, o qual foi centrifugado e descartado o plasma e a
papa de leucécitos. Com a papa de hemacias restante, foi adicionado o Alsevier para sua
conservagao.

Nas placas, foi colocado 50ul de BABS (pH 9,0), apés isso, 50ul de sobrenadante
das amostras processadas, as quais foram diluidas seguindo o principio descrito por
Santos et al., 1997, p.112.

Apés isso, foi adicionado 50ul de papas de hemacias 5% no tampao VAD (pH 6,4),
através de um gotejador. As placas entado foram cobertas e resfriadas a 4°C para serem
lidas 24h depois. Com o limiar de 16 (quatro diluicbes) para a positividade.

ISOLAMENTO VIRAL. Foram coletadas quatro amostras entre as que foram feitas
o teste de hemaglutinacéo, baseadas em sua positividade. A inoculagdo foi em células
de linhagem MA-104. Essas amostras foram processadas de modo tal que foi coletado
0.2g de fezes, completado com 1.8ml de TRIS, centrifugado por 10 minutos, adicionados
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antibiéticos (50ul de fugizona e 100u1 de estreptomicina/penicilina) e deixados em banho
de gelo por 20 minutos.

Essas amostras foram inoculadas nas células MA-104, divididas em placas de 24
pocos, com 200yl de amostra pra cada quatro pocos, previamente lavadas com PBS, e
deixado encubando por 1h. Apéds isso, foram lavadas novamente com PBS por trés vezes
e deixadas em meio MEM 8% SFB.

TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO. Foi feito o teste imunocromatografico em trés
amostras de fezes, as mesmas amostras que foram utilizadas no isolamento viral. O teste
foi realizado de acordo com as orientacgdes do fabricante.

HEMAGLUTINACAO. Das 20 amostras analisadas, nenhuma apresentou
hemaglutinacédo total. Porem ao analisar em microscépio foram observadas oito amostras
positivas (3, 5, 7, 9, 14, 15, 18 e 20). A positividade das amostras esta representada
no quadro um, no qual os numeros na vertical indicam as diluicbes das amostras, e 0s
numeros na horizontal equivalem ao nome das amostras que foram analisadas. O simbolo
(+) representa aglutinacéo parcial observada pelo microscépio, e o simbolo (-) representa
a néo observacéao da aglutinacao.

12| 3|4(5|6|7(8]9|10] 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20
2 +| - + + +| - + + - - + - +
4 +| - + + +| - + + - - + - +
8 + - + + +| - - + | + - - + - +
16 +| - + + +| - - + + - - + - +
32 - -+ + - - - + - -
64 -l - - - - - -
128 - - - - -|-|-1-|-| - - - - - - - -
256 | - - - - -1-1-1-1-| - - - - - - - -

Quadro 1. Esquematizagéo dos resultados da hemaglutinagéo.

ISOLAMENTO VIRAL. A placa de 24 pocos que foi inoculada com as amostras
armazenadas em eppendorfs de 2ml, (as quais apresentaram resultado positivo na
hemaglutinacao parcial), foram lidas apdés 22h em cultivo, e foi observada intensa lise das
placas infectadas, sendo a amostra sete a que obteve a maior lise, seguida em ordem
decrescente pela 14, a 18 e por ultimo a 5. As células restantes apresentaram granulagao,
com corpusculos de inclusao, de acordo com a literatura (DECARO; BUONAVOGLIA,
2012, p. 7)

Da placa com o eppendorf de 1ml, todas as células apresentaram granulacéo, e o
efeito viral foi tdo forte que gerou lise em varias placas, com apenas 24h de inoculagéo.
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A maior parte da lise ocorreu com a amostra 7M (n&o foi testada pela hemaglutinacéo),
seguida pela amostra 3M, que também néo foi testada para a hemaglutinagéo.

TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO. Os trés testes foram negativos, apesar de ter
sido confirmado a existéncia do virus no isolamento em células.

DISCUSSAO. O projeto passou por vérias altercacdes de seu obijetivo inicial, desde
a dificuldade em obter amostras do hospital veterinario (o qual era o objetivo inicial).
Considerando-se isto, as amostras foram coletadas em outros, nos quais nem sempre o
caso relatado das fezes diarreicas era caracteristico da parvovirose. Isso apoia a baixa
relacdo de amostras positivas no teste de hemaglutinagao.

Houveram dificuldades na obtencédo de amostras, e o periodo de coletas precisou
ser estendido.

O resultado negativo das amostras na hemaglutinacédo pode ter sido pelo excesso
de hemacias distribuidas pelo gotejador, de forma que a quantidade de virus presente
nas amostras nao foi o suficiente para aglutinar de forma visivel. Porém, estirpes sem
capacidade aglutinante ja foram descritas na literatura (CAVALLI et al. 2001, p. 241).

O resultado da inoculagdao é compativel com o descrito na literatura no quesito de
CPE, porém o efeito foi muito mais forte, de modo que em apenas 24h a maior parte das
células ja tinham lisado, restando poucas que apresentavam varias granulacoes.

Comparando os trés testes, o imunocromatografico foi o que apresentou a menor taxa
de confiabilidade, negativando nas trés amostras que foram confirmadas como positivas,
adotando o isolamento como o padréo ouro. A hemaglutinacdo na literatura se torna a
técnica preferencial para testes de rotina, pois é de baixo custo, ndo requer equipamentos
especializados e tem um resultado rapido, com leitura confiavel em 24h.

O isolamento indicou algumas discrepancias com o relatado na literatura pelo
resultado rapido, o que pode ser um indicativo de uma nova estirpe altamente virulenta de
parvovirus, considerando a localizacdo em que esta foi coletada. Os bairros de periferia
de fortaleza possuem condicdes de higiene precarias, 0 que aumenta a disseminacao de
virus no ambiente, e aliada aos tutores ndo vacinarem seus animais ou sequer realizar a
limpeza dos locais onde eles vivem ou até nao fornecerem alimentacdo adequada para
os caes, forcando-os a procurar alimento no lixo, corrobora para um ambiente livre de

qualquer empecilho para o virus se multiplicar e possivelmente sofrer mutacéo.

O presente trabalho indica uma maior necessidade de vigilancia as estirpes virais
circulantes, pois o teste utilizado mais comumente na rotina é o imunocromatogréfico,
porém sua sensibilidade se mostrou extremamente insatisfatoria, o que reforca a adocao
de técnicas mais precisas para o diagnostico dessa doenca.
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