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RESUMO: O objetivo deste trabalho é determinar a presenca do CPV (parvovirus canino) em cées
através da técnica de hemaglutinagdo (HA), comparando trés diferentes tipos de hemacias, primatas ndo
humanos (Cercopitecus aethiops e Cebus apella) e suinos (Sus scrofa domestico). Foram examinadas
146 amostras fecais de animais que apresentavam diarreia e 20 amostras fecais de animais sadios (sem
diarreia). Foi diagnosticado CPV em 95 (65.07%) animais doentes, e em nenhum dos animais sadios.
Este trabalho demonstra, pela primeira vez, a utilizacdo de heméacias de macaco-prego (Cebus apella)
para a prova de hemaglutinacdo, demonstrando sensibilidade de 100% e especificidade de 14.0%;
valor preditivo do teste (VPT) positivo de 68.35%, VPT negativo de 0.00% e acuracia de 70.0%. A
sensibilidade das hemacias de macaco verde africano é de 98.0% e especificidade de 51.0%, VPT
positivo 78.81%, VPT negativo 92.86% e acuracia 82.0%. A sensibilidade das hemacias de suino é de
94.0% e especificidade de 67.0%, VPT positivo 83.96%, VPT negativo 85.0% e acuracia 84.0%. O teste
de hemaglutinagdo, utilizando hemacias de suinos, tem maior especificidade e acurécia frente as demais
hemacias utilizadas para o diagnéstico de CPV.

TERMOS PARA INDEXACAO: Hemaglutinagdo, Parvovirus canino, Cercopitecus aethiops, Cebus
apella, Sus scrofa domestico.

* Aprovado para publicacéo em 15.01.09

2Meédico Veterinario, M. Sc., Professor Adjunto da UFRA, Belém (PA).

3Meédica Veterinaria, mestranda em Patologia das Doencas Tropicais pela UFPA, contratada na Secéo de Arbovirologia e
Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas (IEC), Ananindeua (PA).

4Farmacéutica Bioquimica, Dra., Professora Adjunta da UFRA, Belém (PA).

SMeédico Veterinario, mestrando em Patologia das Doencas Tropicais pela UFPA.

8Médico Veterinario, Dr., Professor Aposentado.

"Médica Veterinaria, Dra., Professora Aposentada.

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 51, p.83-98, jan./jun. 2009



ALEXANDRE DO ROS&RIO CASSEB, LIVIA MEDEIROS NEVES CASSEB, CONCEIcaO DE MARIA ALMEIDA VIEIRA,
DANIEL STANGARLIN DE CAMARGO, L4SzLO MOLNAR, LASzZLONE EVA MOLN&R

DIAGNOSIS OF THE CANINE PARVOVIRUSES THROUGH THE
HEMAGLUTINATION ASSAY

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the presence of the PVC (canine Parvovirus)
in dogs through hemagglutination (HA) assay, comparing three different types of red blood cells: not
human primates (Cercopitecus aethiops and Cebus apella) and swine (Sus scrofa domestico). 146 fecal
samples from animals with diarrhea and 20 fecal samples from healthy animals (without diarrhea). CPV
was diagnosed in 95 (65.07%) from sick animals, and healthy animals were negative to CPV. This study
demonstrates for the first time the use of red blood cells from brown capuchin (Cebus apella) to the
hemagglutination assay, demonstrated sensitivity of 100% and specificity 14.0%; the positive predictive
value test (PVT) 68.35%, negative PVT 0.00% and accuracy 70.0%. The sensitivity of the red blood
cells from African green monkey (Cercopitecus aethiops) was 98.0% and specificity 51.0%, positive
PVT 78.81%, negative PVT 92.86% and accuracy 82.0%. The sensitivity of the red blood cells from
swine (Sus scrofa domestico) 94.0% and specificity 67.0%, positive PVT 83.96%, negative PVT 85.0%
and accuracy 84.0%. The hemagglutination assay using swine red blood cells has greater specificity and
accuracy when compared with the others red blood cells.

INDEX TERMS: Hemagglutination, Parvovirus canine, Cercopitecus aethiops, Cebus apella, Sus
scrofa domestico.

1 INTRODUCAO Hagiwara et al. (1980) relatam o

isolamento do CPV 2, no estado de Sdo Paulo,

O Parvovirus canino 2 (CPV 2) € um  om 1980, e Correa e Correa (1992) descrevem

virus da familia Parvoviridae, sendo um exemplo
de virus emergente, pois ha publicagcdes de
estudos soroldgicos demonstrando que o CPV
ndo estava nos cdes domésticos nos Estados
Unidos da América, Japdo ou Australia antes de
1978, mas foi detectado em todos os trés paises
naquele ano, causando gastrenterite aguda em caes
(AFSHAR, 1981; PARRISH; CARMICHAEL;
ANTCZACK,1982).
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que durante a década de 1980 a enfermidade foi
encontrada epizooticamente, sendo assinalada em

quase todos os estados brasileiros.

Anélises antigénicas demonstraram que
0 CPV vem se modificando desde sua primeira
descricdo em cdes. Um novo tipo antigénico do
virus surgiu dois ou trés anos ap0s a identificagao

do CPV 1. Esta variante aparentemente foi sendo
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substituida pelo CPV 2, havendo uma aparente
substituicdo do virus original pelas variantes
(PARRISH; BURTONBOY; CARMICHEL,
1987). Recentemente, trés variantes do CPV 2 séo
reconhecidas CPV 2a, CPV 2b (GREENWOOD
et al., 1996; IRUYEN et al., 1996) e CPV 2c,
recentemente detectado em diversos paises
(MARTELLA et al., 2004; NAKAMURA et al.,
2004; SHACKELTON et al., 2005; DECARO et

al., 2006, 2007; PEREZ et al., 2007).

Adeteccdo do virus ou antigenos viraisem
fezespode serrealizada por meio de varios métodos,
tais como a microscopia eletrénica (HERBST
et al., 1987; DURIGON et al., 1987; KOLBI e
KLIMENTOWSKI, 1993), a imunodifusdo em
gel de agar (IDAG) (GUANASEELAN et al.,
1993B), a imunoperoxidase (GUANASEELAN
et al, 1993A), a hemaglutinagdo (HA)
(CARMICHAEL; JOUBERT; POLLOCK, 1980;
MATHYS et al., 1983; DURIGON et al., 1987,
MOHAN et. al.,1992; CUBEL GARCIA etal.,

2000), entre outras.

Autilizacdodemétodosdehemaglutinacao
(HA), para diferentes virus, depende da variagéo
de pH, que, segundo Senda et al. (1988), em
condicgBes propicias de pH e temperatura, 0 CPV

hemaglutina hemaécias de algumas espécies:
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suinos, macaco verde africano, caninas, roedores,
felinos e equinos. Esta capacidade, porém, tem
sido reportada como sendo mais bem observada
com hemécias de macaco verde africano e suinos;
nas demais espécies, segundo Carmichael, Joubert
e Pollock (1980), a HA se apresenta bastante
irregular, por isso esses testes podem ser realizados
diretamente nas amostras fecais para indicar a

presenca de Parvovirus.

Paralelamente aos testes baseados na
deteccdo do antigeno, testes sorolégicos tém sido
desenvolvidos para testar anticorpos ao anti-CPV
no sangue, incluindo a inibicdo de hemaglutinacéo
(WALKER et al., 1980; GORSKI et al, 1993;
CUBEL GARCIA et al., 2000), hemdlise radial
(FASTIER, 1981), ELISA (MADIC et al., 1987;
TABOR et al., 1987; RIMMAZWAAN et al.,
1990; HARA et al., 1994) e Imunofluorescéncia
indireta (KOLBI; SCHULLER, 1988). Devido
a prevaléncia de anticorpos ao Parvovirus, o
diagnostico soroldgico de infecgdo efetiva requer
evidéncia de soroconversdo ou a presenca de

anticorpos da classe IgM (GREENE, 1990).

O objetivo deste trabalho é avaliar
0 método baseado em hemaglutinacdo para
deteccdo do CPV em fezes de cdes, comparando

trés diferentes tipos de hemécias: primatas ndo
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humanos (Cercopitecus aethiops e Cebus apella)

e suinos (Sus scrofa domestico).

2 MATERIAL EMETODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 146 cdes, a partir de
trés semanas de idade até cinco anos de idade,
que apresentavam gastrenterite (vomitos e/ou
diarreias) de qualquer origem ou tipo. Também,
foram analisados 20 animais, a partir de trés
semanas até cinco anos de idade, clinicamente
sadios. Todos os animais incluidos no estudo foram
obtidos por demanda espontanea em uma clinica
veterindria situada no municipio de Ananindeua

(Pard), durante 0 ano de 1997.

2.2 COLETA DASAMOSTRAS

Foram colhidas amostras de 1 mL de
fezes e acondicionadas a -20°c. As amostras foram
suspendidas em PBS (tampdo fosfato) gelado, com
pH de 7,2 na proporcdo de 1:10 e centrifugadas a
5000 rpm por 15 minutos, entdo, o sobrenadante
foi tratado com 1/10 volume de cloroférmio,
agitado por 10 minutos, sendo essas amostras
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos, e

testadas para atividade hemaglutinante.
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2.3 COLETA DE SANGUE E PREPARAGCAO
DAS HEMACIAS

Foram coletados, aproximadamente, 5
mL de sangue em seringas estéreis contendo 15
mL de anticoagulante. As amostras colhidas foram
estocadas em geladeira (4°c) por no minimo 24

horas e no maximo por sete dias.

2.3.1 Primatas ndo humanos

A coleta foi realizada por puncdo da
artéria femural, ap6s adequada tranquilizacdo dos
animais do Centro Nacional de Primatas, onde os
animais eram mantidos com alimentacéo adequada

e agua “ad libitum”.

2.3.2 Suinos

Acoleta de sangue dos suinos foi realizada
por meio de puncdo cardiaca (animais de até seis
meses de idade) e da veia auricular (animais com

mais de seis meses de idade).

2.3.3 Preparo das hemécias

As hemécias de suinos (Sus scrofa

domestica) e macacos (Cebus apella e

Cercopitecus aethiops) foram lavadas trés vezes
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com PBS (tampéo fosfato) em 1000 a 2000 rpm
por 10 minutos, por vez e suspendidas a 1% (v/v)
em PBS contendo 0,1% de SAB (Soro Albumina
Bovina), sendo estocadas a 4°C, usadas durante
trés dias apds sua preparacdo, sendo descartadas

se a hemolise fosse evidente.

2.4 REALIZACAO DOS TESTES

Os testes de hemaglutinagdo (HA) e
inibicdo de hemaglutinacéo (HI) foram realizados
em microplacas com fundo em “U”, segundo
recomendagdes de Carmichael, Joubert e
Pollock (1980). Foi utilizado um Kit comercial
de Diagnostico in vitro para Parvovirus® para o0s

controles positivos e negativos das provas de HA

e HI.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculados valores de sensibilidade
e especificidade da prova de HA com cada um
d*os tipos de hemacias utilizados, e comparados
através do método da curva ROC (Receiver
Operating Characteristic Curve) para distribuicao
de probabilidades, segundo Ayres et al. (2007);
utilizando-se como teste padrdo a prova de HI

para as diferentes hemacias utilizadas.

8On-site Biotech, Upsala, Suécia
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2.6 ASPECTOS ETICOS DAPESQUISA

Todos os procedimentos realizados com
0s animais ocorreram sob supervisdo de médico
veterinario e sempre visando ao bem-estar animal,
conforme recomenda o Manual do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
(MEZADRI; TOMAZ; AMARAL,2004).

3 RESULTADOS

Os resultados para a prova de HA com
heméacias de macaco-prego (Cebus apella),
macaco verde africano (Cercopitecus aethiops)
e suinos (Sus scrofa domestica) encontram-se

descritos nas Tabelas 1 e 2.

Através do método da curva ROC pode-
se verificar que os pontos de corte para os testes
de HA, para cada tipo de hemacia, foram de 0.86-
1.00 para macaco prego, 0.49-0.98 para macaco
verde africano e 0.33-0.94 para hemacias de
suino. Os valores de d (distancia para o eixo y)
foram de 0.86, 0.49 e 0.34, respectivamente; sendo
que quanto menor o valor de d, mais confiavel o
teste (Figura 1). Tendo por base esses resultados,
admite-se como padrdo ouro o teste com menor

valor de d. Além disso, verifica-se que, apesar de
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ser menos sensivel, a HA, utilizando hemacias
de suinos, & mais especifica e apresenta maior

acuracia.

Na Tabela 3, observam-se as amostras
negativas na prova de HIl em animais doentes

e seus respectivos titulos na prova de HA,

demonstrando que titulos maiores ou iguais a
640 sdo considerados positivos para as hemacias
de macaco-prego, titulos maiores ou iguais a 320
sdo considerados positivos para as hemacias de
macaco verde africano, e titulos maiores ou iguais
a 160 sdo considerados positivos para hemacias de

suinos.

Tabela 1 - indices estatisticos calculados pelo Screening test e pelo Receiver Operating Characteristic

Curve (curva ROC)

Origem das hemacias

Resultados

Macaco prego  Macaco Verde Suino
Total de doentes 95 95 95
Total de sadios 51 51 51
Ponto de corte 0.86. 1.00 0.49. 0.98 0.33. 0.94
Distancia (d) 0.86 0.49 0.34
Area 0.5687 0.7444 0.8018
Sensibilidade 1.00 0.98 0.94
Especificidade 0.14 0.51 0.67
Valor preditivo positivo 68.35% 78.81% 83.96%
Valor preditivo negativo 0.00% 92.86% 85.00%
Falso-positivos 86.27% 49.02% 33.33%
Falso-negativos 0.00% 2.11% 6.32%
Acuricia 0.70 0.82 0.84
Erro padrio 0.049 0.0404 0.0357

Intervalo de confianca 95%

04726 2 0.6647 0.6652a0.8235 0.7318a0.8717
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Tabela 2 -Validacéo do teste de HA em diferentes tipos de hemacias.

Tipo de Positivo Falso Falso Negativo Sensibilidade  Especificidade
hemacias verdadeiro  positivo negativo verdadeiro

N o Ou N o 00 \ o 00 N 0 0 A 02’ °.v’0
MACACO

] 95 65 44 8627 0 0 7 5 100% 14.0%

PREGO
MACACO

93 64 25 49.02 2 211 26 18 98.0% 51.0%
VERDE
SUINO 89 6l 17 3333 6 6.32 34 23 94.0% 67.0%

Positivo verdadeiro: positivo em HA e HI; Falso positivo: positivo em HA e negativo em HI; Falso negativo: negativo em HA e
positivo em HI; Negativo verdadeiro: negativo em HA e HI

*A determinacéo da sensibilidade e da especificidade foram efetuados de acordo com a descricdo de Ayres et al (2007), tendo
como teste padréo a inibi¢do da hemaglutinagéo (HI)
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Figura 1 - Receiver Operating Characteristic Curve (curva ROC) diferentes pontos de corte; hemacias
de (A) macaco-prego, (B) macaco verde, (C) suino, (d) teste de melhor desempenho, mais préximo do

padrdo ouro.
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Tabela 3 - NUmero de amostras negativas em HI de animais com diarreia, conforme o tipo de hemacias

utilizadas e seus respectivos titulos em HA:

Tipo de Titulos de HA Total
hemicia N0 10 200 40 80 160 320 640 1280

M. PREGO 7 15 9 4 8 3 5 0 0 51
M.VERDE 26 15 5 3 2 1 0 0 0 51
SUINO 4 8 6 2 | 0 0 0 0 51

Na Tabela 4, s&0 demonstradas as amostras
positivas para Hl em animais doentes e seus
respectivos titulos na prova de HA. Nota-se que
houve mais amostras positivas com hemacias
do macaco-prego (95 amostras positivas) do
gue com as hemacias de macaco verde africano
(93 amostras positivas) e de suinos (87 amostras
positivas). Titulos altos (1280) foram observados
em hemaécias de macaco-prego em 33 amostras; em
hemécias de macaco verde africano, 16 amostras;

em hemacias de suinos, 13 amostras.

Na Tabela 5, sdo -evidenciadas as
amostras negativas na HI em animais sadios e seus
respectivos titulos na prova de HA, demonstrando
que titulos menores a 160 sdo considerados
negativos nas hemécias de macaco-prego; titulos

menores a 80 sdo considerados negativos nas

90

hemacias de macaco verde africano; e titulos
menores a 40 sdo considerados negativos nas

hemacias de suinos.

Na Tabela 6, observa-se a prova de HA
de 20 animais sadios, negativos na prova de Hl,
usando hemacias de macaco-prego, macaco verde
africano e suino. Sendo que na prova de HA,
usando hemécias de macaco prego, 14 amostras
foram falso-positivas e 6 amostras verdadeiramente
negativas, dando especificidade de 14.0%. As
hemécias de macaco verde africano tiveram 10
amostras falso-positivas e 10 verdadeiramente
negativas, dando especificidade de 51.0%. As
hemécias de suinos tiveram 7 amostras falso-
positivas e 13 verdadeiramente negativas, dando

especificidade de 67.0%.
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Tabela 4 - Nimero de amostras positivas em HI em animais com diarreia, conforme o tipo de heméacias
utilizadas e seus respectivos titulos em HA:

Tipo de Titulos das fezes Total
hemicia ]

Neg 10 20 40 80 160 320 640 1280
M. PREGO 0 ] b3 9 14 7 10 14 33 95
M. VERDE 2 7 18 17 13 9 T 4] |6 93
SUINO 6 10 14 15 15 7 7 6 13 87

Tabela 5 - Amostras negativas (n=20) em HI de animais sadios (sem diarreia) e seus respectivos titulos
em HA.

Tipo de Titulos das fezes Total
hemicia )

Neg 10 20 40 80 160 320 640 1280
M. PREGO i} ) 5 | 1 0 0 ] ] 20
M. VERDE 10 # | | 0 0 0 ] ] 20
SUIND 13 i} 1 ] ] 0 0 ] ] 20

Tabela 6 - Hemaglutinagdo: Especificidade de animais sadios negativos na prova de HI.

FALSO VERDADEIRAMENTE ESPECIFICI -
ARG D POSITIVO NEGATIVO DADE
HEMACIA '
N o o, L] N y OX,D o, L]
M. PREGO 14 70 i 30 30
M. VERDE 10 A0 1] S0 a0
SUIND 7 5 13 65 65
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4 DISCUSSAO

Apesar de ossinais clinicos daparvovirose
canina serem sugestivos em animais jovens,
percebe-se que muitos animais, com gastrenterite
de diversas origens, tém sinais clinicos idénticos
aos desta enfermidade, tornando-se, entdo,
necessaria a confirmacdo laboratorial para o
diagndstico das infec¢fes pelo CPV em cédes. A
demonstragdo do CPV, ou antigenos do CPV nas
fezes, € o método mais utilizado, pois os métodos
de isolamento viral e microscopia eletronica sao
mais dispendiosos e exigem mais tempo para
sua realizacdo (RIMMAZWAAN et al., 1990). A
prevaléncia de CPV em cdes com diarreia aguda,
neste trabalho (65.07%), corrobora os valores
encontrados por Cubel Garcia et al (2000) em

Niter6i (RJ).

Quando se comparou, neste trabalho,
a prova de HA de animais doentes e sadios, que
foi negativo a prova de HI, notou-se que ocorreu
reducdo das respostas inespecificas em animais
sadios, nos trés diferentes tipos de hemacias
(Tabela 5). Deste modo, em fezes diarréicas pode
haver proteinas ou outras substancias e/ou outros
patdgenos que, também, podem hemaglutinar
hemécias dessas espécies de animais. Este fator

foi bem evidente quando se usou hemacias de
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macaco-prego, em que ocorreram maiores titulos

inespecificos.

Autilizacdo de cloroférmio, na preparacéo
das amostras de fezes, mostrou-se importante
na reducdo da inespecificidade na prova de HA,
com qualquer tipo de hemécia utilizada. Porém,
Mathys et al. (1983) relataram que o tratamento
com cloroférmio ndo influenciou nos resultados
obtidos nesta prova. Provavelmente, hd substancias
inespecificas nas fezes que sdo eliminadas apds
tratamento com cloroférmio, mas o uso do teste
de HI, com soro hiperimune especifico, descarta

este problema (RIMMAZWAAN et al., 1990).

A prova de HA mostrou diferengas de
sensibilidade e especificidade entre os trés tipos de
hemacias estudadas, sendo titulos considerados,
sempre, positivos para heméacias de macaco prego
maiores ou iguais a 640, hemacias de macaco
verde maiores ou iguais a 320 e hemécias de
suinos maiores ou iguais a 160. Carmichael,
Joubert e Pollock (1980) e Mohan et al. (1992),
utilizando esta mesma técnica, consideraram que
titulos superiores a 320 com hemacias de suinos

sdo considerados positivos.

Na maioria das vezes, houve a

necessidade da realizacdo da prova de HI para
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confirmacéo do diagndstico, pois existiram titulos
baixos que foram positivos na prova de inibigéo da
hemaglutinacéo. Provavelmente, esta diferenca de
titulos considerados positivos esteja relacionada
com o grau de concentracdo das hemacias das
amostras utilizadas (CARMICHAEL; JOUBERT;
POLLOCK, 1980) ou com baixas concentracdes

de virus.

N&o houve diferenca  significativa
das hemécias estudadas quando as amostras
foram verdadeiramente positivas; porém, houve
diferenga significativa entre amostras falso-
positivas (p<0.001), nas quais 0 macaco prego

teve maior indice destes tipos de amostra.

Os valores preditivos do teste (VPT),
positivo e negativo, indicam, com o teste positivo,
as probabilidades de o individuo ter a doenca; e de
ndo té-la, com o teste negativo, respectivamente,
sendo melhores os resultados do VVPT positivo das
hemacias de suino (83.96%) e VPT negativo das
de macaco verde (92.86%); tendo ainda a acuracia
do teste apontando para o uso preferencial de

hemacias de suino.

Atécnica de HA acompanhada da técnica
de HI com soro hiperimune especifico é o ideal

para a demonstragcdo do CPV nas fezes de animais
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doentes. Porém, o trabalho rotineiro depende de
uma fonte de hemacias constantes e renovaveis
semanalmente, estando estes dados de acordo com

Correa e Correa (1992).

Na prova de HI, é utilizado soro

hiperimune. Mas, a presenca de inibidores

termolabeis ou isoaglutininas dificulta a
realizacdo da prova (GORSKY et al. 1993), sendo
a absorcao do soro feita pelo acréscimo de 50%
de suspensdo de hemadcias de suinos (APELL;
SCOTT,; CARMICHAEL, 1979; CARMICHAEL,

JOUBERT; POLLOCK, 1980).

Devem ser levados em consideragédo
0S seguintes critérios, que talvez possam variar:
titulos maiores ou iguais a 160 com hemacias de
suinos (Sus scrofa domestica), titulos maiores
ou iguais a 320 com heméacias de macaco verde
africano (Cercopitecus aethiops) e titulos maiores
ou iguais a 640 com hemacias de macaco-prego
(Cebus apella) séo considerados positivos para
a Parvovirose Canina. Por outro lado, titulos
inferiores aos descritos, respectivamente, nao
podem ser considerados negativos, sendo
necessaria a realizacdo de prova de inibicdo da
hemaglutinacdo com soro anti-CPV; sendo a
inibi¢do positiva, a amostra é considerada positiva,

ou seja, o animal tem Parvovirose Canina, porém
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a inibicdo negativa a amostra é considerada
negativa, ou seja, 0 animal ndo tem parvovirose

canina.

5 CONCLUSAO

a) O teste de hemaglutinacdo, utilizando hemacias
de suinos, tem maior especificidade e acuracia
frente as demais hemacias de primatas ndo

humanos utilizados neste trabalho.

b) Titulos baixos na prova de HA precisam  ser

confirmados com o teste de HI.
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