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ABSTRACT

RESUMO
Observações de casos clínicos suspeitos de cinomose, atendidos no Hospital Veterinário da Universidade Fe-

deral de Viçosa, indicaram que os cães vacinados em lojas que comercializam produtos agropecuários apresentavam
maior freqüência da doença, quando comparados aos cães vacinados em clínicas veterinárias. Com o objetivo de
avaliar a resposta imunológica às vacinas comercializadas em diferentes estabelecimentos, seguindo ou não o pro-
tocolo de vacinação indicado pela literatura, foi determinado o título de anticorpos contra a cinomose no soro de
cães da área urbana do município de Viçosa-MG. Para isso, uma amostra de soro sanguíneo foi obtida de 150 cães
sadios, entre seis meses e seis anos de idade, selecionados segundo características pré-estabelecidas para compor
cinco grupos de 30 animais. O título de anticorpos foi mensurado no soro de cada animal por meio do teste de
soroneutralização. Os resultados deste estudo demonstraram que não houve diferença em vacinar os cães contra
cinomose em clínicas veterinárias ou em lojas de produtos agropecuários, desde que a  vacinação  fosse  realizada
seguindo  o  protocolo  indicado  pela  literatura. A qualidade das vacinas comercializadas em clínicas veterinárias e
lojas de produtos agropecuários deve ser avaliada diante da grande porcentagem de títulos negativos e de títulos
abaixo do considerado protetor em todos os grupos de cães vacinados.

Palavras-chave: Vírus da cinomose canina, vacinação, cães, anticorpos neutralizantes, teste de soroneutralização.

ANTIBODY AGAINST DISTEMPER VIRUS IN DOGS VACCINATED IN VETERINARY CLINICS
AND PET SHOPS

Observations of clinical cases suspected of distemper, attended at the Veterinary Hospital of the Federal University
of Viçosa, indicated that the dogs vaccinated in agricultural product stores showed a higher frequency of the disease
compared to the ones vaccinated at veterinary clinics. Having as the main objective of this study the evaluation of
the response to vaccines sold at pet shops and clinics, following or not the vaccination protocol indicated in the
literature, antibody titers against distemper were determined in the serum of dogs from the urban area of Viçosa-MG.
To carry out this study, individual blood serum samples were collected from 150 selected healthy dogs, with ages
between six months to six years old, selected following pre-established parameters to form five groups of 30 animals
each. The antibody titers were measured in each serum sample using the serum neutralization test. Results showed
that there were no differences in relation to vaccinating at veterinary clinics or pet shops, if the vaccination technique
is carried out following the protocol indicated in the literature. The quality of the vaccines sold at veterinary clinics
and pet shops should be evaluated because of the large percentage of negative titers and titers below the ones
considered as protective in all groups of vaccinated dogs.

Keywords: Canine distemper virus, vaccination, dogs, neutralizing antibodies, serum-neutralization test.
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INTRODUÇÃO

A cinomose é uma enfermidade viral dos cães, alta-
mente contagiosa, com letalidade de quase 90% quando
há envolvimento do sistema nervoso (Swango, 1997). A
imunização consiste no único meio efetivo de controle
da cinomose na população canina, e as vacinas com ví-
rus vivo atenuado têm sido efetivas em proteger os cães
contra a doença (Gouveia et al., 1987; Greene, 1990;
Greene & Appel, 1998).

Falhas vacinais ocorrem, e vários fatores podem
influenciá-las (Povey, 1986; Coyne, 2000). As diferenças
individuais de animais vacinados, como  genética, ida-
de, nutrição, estado de saúde, meio ambiente e situações
de estresse, são importantes para o resultado da imuni-
zação (Webster, 1975; Povey, 1986; Osburn & Stott, 1989;
Coyne, 2000).

Entre os fatores inerentes ao imunógeno, os princi-
pais responsáveis pelas falhas vacinais são o isolado
viral utilizado, a manutenção da imunogenicidade sufi-
ciente durante todo o processo de atenuação do antíge-
no e o número de partículas virais atenuadas em uma
dose (Rikula et al . ,  2000). Vacinas que foram
manuseadas e estocadas indevidamente também podem
resultar em falha vacinal, uma vez que as vacinas con-
tendo vírus vivo atenuado devem ser mantidas sob re-
frigeração todo o tempo (Greene & Appel, 1998; Tizard
& Ni, 1998).

Tanto a imunidade humoral quanto a mediada por
células são importantes na proteção contra a cinomose.
As vacinas têm um importante papel em estimular am-
bos os mecanismos (Greene, 1990). Entretanto, a maior
parte dos trabalhos encontrados na literatura, que
objetivou avaliar a eficácia das vacinas contra cinomose
em cães, baseou-se na quantificação dos anticorpos.

O teste de soroneutralização tem sido o mais utiliza-
do para a detecção e quantificação de anticorpos contra
o vírus da cinomose, pois são mensurados somente os
anticorpos direcionados contra epítopos específicos do
vírus, envolvidos com a infecção celular (Murphy et al.,
1999).

Observações de casos clínicos suspeitos de cino-
mose, atendidos no Hospital Veterinário da Universida-
de Federal de Viçosa (HOV-UFV), levaram à hipótese de
que os cães que recebiam vacinas comercializadas em
lojas de produtos agropecuários, locais que geralmente
não contam com a orientação de um Médico Veterinário,
apresentavam maior freqüência da doença, quando com-
parados aos cães vacinados em clínicas veterinárias.

Este estudo teve como objetivo determinar, por meio
do teste de soroneutralização, os níveis séricos de anti-
corpos contra o vírus da cinomose em cães não-vacina-
dos ou vacinados, seguindo ou não o protocolo indica-
do pela literatura, em diferentes estabelecimentos respon-
sáveis pela vacinação.

MATERIAL E MÉTODOS

O estudo foi conduzido no município de Viçosa- MG
entre dezembro de 2001 e outubro de 2003. Amostras de
sangue de cães vacinados ou não contra cinomose fo-
ram coletadas de animais provenientes da área urbana
de Viçosa-MG. As amostras foram tomadas de cães sau-
dáveis no HOV-UFV, em clínicas veterinárias particula-
res e em residência de proprietários.

Uma única amostra de sangue foi obtida de cada
animal, selecionados aleatoriamente, segundo caracte-
rísticas pré-estabelecidas. Cada grupo foi composto por
30 cães, entre seis meses e seis anos de idade, indepen-
dentemente da raça ou de sexo, totalizando 150 animais:
Grupo A - Cães vacinados em clínicas veterinárias, seguin-

do o protocolo indicado na literatura (n = 30).
Grupo B - Cães vacinados em clínicas veterinárias, não

seguindo o protocolo indicado na literatura
(n = 30).

Grupo C - Cães vacinados em lojas de produtos agro-
pecuários, seguindo o protocolo indicado na
literatura (n = 30).

Grupo D - Cães vacinados em lojas de produtos
agropecuários, não seguindo o protocolo
indicado na literatura (n = 30).

 Grupo E - Cães não-vacinados (n = 30).

O protocolo de vacinação indicado na literatura con-
sistiu de três doses da vacina contendo o antígeno viral
da cinomose, que compunha-se de vírus vivo modifica-
do, associado a outros antígenos (vacinas polivalentes),
administradas em intervalos de 21 a 30 dias, em cães que
iniciaram a vacinação com 45 ou 60 dias, ou duas doses
da vacina, no mesmo intervalo, em cães que começaram a
imunização a partir de três meses de idade e, nos dois ca-
sos, os animais receberam revacinações anuais. Os cães
que não receberam a vacinação inicial como indicado aci-
ma, ou que não receberam as revacinações anuais, foram
reunidos nos grupos em que a vacinação não seguiu o
protocolo indicado, mas foram incluídos os cães que ha-
viam recebido a última dose de vacina há mais de 30 dias.



Fa
bi

an
a d

os
 S

an
to

s M
on

ti 
et

 al
.

16 r e v i s t a Ceres Jan/Fev 2007

Para a coleta de sangue, foi realizada venopunção da
veia cefálica ou jugular, visando a obtenção do soro,
sendo este alicotado e congelado a -20 °C até o momen-
to da realização do teste de soroneutralização.

Concomitantemente à coleta de sangue, foi aplicado
um questionário aos proprietários dos cães participan-
tes do estudo, para a obtenção de informações referen-
tes ao histórico de vacinação do animal. As datas e os
locais de todas as vacinações foram registrados, assim
como a idade, o sexo, a raça do cão, o histórico de doen-
ças anteriores e a freqüência de contato com outros cães.

Para a avaliação quantitativa de anticorpos contra o
vírus da cinomose nos soros, foi desenvolvido o teste
de soroneutralização em microplacas (Nunclon-NUNC
Brand Products - Roskilde, Dinamarca), segundo técni-
ca descrita por Appel & Robson (1973), com as seguin-
tes modificações: uma cultura celular de células renais
caninas (MDCK – ATCC CCL-34 - Manassas, EUA) na
257a passagem. As células foram mantidas em meio de
cultivo DMEM- “Dulbeco Modified Eagle’s
Medium”(Sigma D-5280 – St. Louis, EUA), suplementado
com 1 mL de antibiótico-antimicótico (Sigma A 7292 - St.
Louis, EUA);  1 mL de solução L-glutamina a 2 %, para
cada 100 mL de DMEM e 10 % de soro fetal bovino (SFB)
(Seromed – Berlim, Alemanha). O cultivo celular foi
alicotado e armazenado em nitrogênio líquido para pos-
terior utilização nos testes de soroneutralização. Neste
estudo, os testes foram realizados com as células MDCK,
nas quais o efeito citopático do vírus foi mais bem ava-
liado em relação às células VERO.

O isolado Snyder Hill (ATCC VR-526 – Manassas,
EUA) do vírus da cinomose foi utilizado para os testes.
O vírus foi propagado em células MDCK na 255a passa-
gem e mantido em Meio Essencial Mínimo (Cultilab –
Campinas, Brasil), suplementado com 0,2g/L de
estreptomicina, 0,15g/L de penicilina G potássica e 10%
SFB, em pH 7,2. A 3a passagem do vírus nestas células
foi alicotada e armazenada em nitrogênio líquido para ser
utilizada nos testes de soroneutralização.

Os soros coletados foram diluídos em meio de culti-
vo DMEM suplementado como descrito, obtendo-se
diluições seriadas de 1:10 a 1:640, sendo cada soro tes-
tado em duplicata. Uma concentração viral constante de
100 doses infectantes por cultura de tecido (100
DICT50%/ml) foi misturada a igual volume de soro a ser
testado. As placas com a mistura soro-vírus foram incu-
badas por uma hora em estufa de CO2 (5% CO2, com 70%
de umidade e a 37 °C) para que ocorresse a neutralização
do vírus pelo anticorpo.

Após uma hora de incubação, aproximadamente
15.000 células MDCK em 50 ml de DMEM suplementado
foram adicionadas a cada um dos 96 “pocinhos” da pla-
ca de soroneutralização. Em seguida, as placas foram
incubadas novamente em estufa de CO2 e, após seis
dias, procedeu-se à leitura em microscópio invertido, para
verificar a presença ou ausência de efeitos citopáticos.

A atividade neutralizante do soro foi expressa como
a maior diluição dos anticorpos que protegeu as células
contra o efeito citopático. O título viral foi calculado pelo
método de Reed & Muench (1938). Os títulos de
anticorpos abaixo de 1:10 foram considerados negativos.

O estudo constituiu-se de um delineamento inteira-
mente casualizado. Foi realizada análise de variância,
desdobrando-se os efeitos em graus individuais de liber-
dade, por meio de contrastes ortogonais, no intuito de
comparar os títulos dos diversos grupos. O título influ-
enciado por contato com outros cães foi comparado pelo
teste “t” de Student. Foram consideradas significativas
as comparações entre médias até 10% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O grupo de cães não-vacinados (grupo E) apresen-
tou menor título médio de anticorpos em comparação a
todos os grupos de cães vacinados (p= 0,003) (Tabelas
1 e 2). Dos 30 cães não vacinados do grupo E, 90% (27/
30) não apresentaram título de anticorpos contra o vírus
da cinomose, sugerindo que não entraram em contato com
o vírus, uma vez que não apresentaram sinais anteriores
sugestivos da doença. Além disso, provavelmente, tam-
bém não foram subclinicamente infectados, já que, se-
gundo Appel (1969), os cães com infecção subclínica
produzem anticorpos contra o vírus.

O título médio de anticorpos dos cães vacinados em
clínicas veterinárias, independentemente do protocolo
indicado pela literatura (grupos A e B), foi maior do que
o título médio de anticorpos dos cães vacinados em lo-
jas que comercializam produtos agropecuários (grupos
C e D), conforme o contraste: AB vs CD (p = 0,079) (Ta-
belas 1 e 2).

Quando contrastes adicionais foram realizados, no
entanto, observou-se que o título médio de anticorpos
do grupo de cães vacinados em clínicas veterinárias não
seguindo o protocolo (grupo B) foi maior do que o título
médio de anticorpos dos cães vacinados em lojas de
produtos agropecuários, também não seguindo o proto-
colo indicado (grupo D) (p = 0,042) (Tabelas 1 e 2). Este
fato, portanto, foi o responsável pela diferença obser-
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vada entre os grupos AB e CD, uma vez que o título médio
de anticorpos não diferiu entre os cães vacinados seguin-
do o protocolo indicado, em clínicas veterinárias ou lo-
jas de produtos agropecuários (grupos A e C, respecti-
vamente) (p = 0,631) (Tabelas 1 e 2).

Observou-se também que houve diferença entre os
títulos de anticorpos dos cães vacinados, seguindo ou
não o protocolo indicado, em lojas de produtos
agropecuários (grupos C e D) (p = 0,089), mas não para
os cães vacinados em clínicas veterinárias, independen-
temente do protocolo (grupos A e B) (p = 0,912) (Tabelas
1 e 2). De acordo com estas observações, pode-se inferir
que não há diferença entre vacinar um cão em uma loja
de produtos agropecuários ou em uma clínica veteriná-
ria, desde que a vacinação seja feita dentro do protoco-
lo indicado, ou seja, duas ou três doses de vacina quan-
do filhote e revacinações quando adultos.

A composição dos grupos B e D foi homogênea, sen-
do formados, em sua maioria, por cães que não recebe-
ram a revacinação anual. A diferença observada entre os
dois grupos (Tabelas 1 e 2) poderia ser explicada pelos
diferentes tipos de cães que freqüentam ambos os  esta-
belecimentos. Os cães vacinados em clínicas veterinári-
as pertencem a proprietários com melhor poder aquisiti-
vo, considerando o maior custo das vacinas comercia-
lizadas, quando comparados com cães vacinados em lojas
de produtos agropecuários. Conseqüentemente, os pri-
meiros tendem a receber melhor alimentação e cuidados
com a saúde, fatores que, segundo Povey (1986) e
Osburn & Stott (1989), influenciam positivamente na res-
posta imune. No entanto, esta explicação não se justifi-

Tabela 1 - Média dos títulos de anticorpos (log10) neutralizantes
contra o vírus da cinomose, em função do protocolo e do
estabelecimento responsável pela vacinação

Tabela 2 – Contrastes dos títulos (log10) de anticorpos
neutralizantes contra o vírus da cinomose, em função do
protocolo e do estabelecimento responsável pela vacinação

FVa/

Contrastes Ortogonais

E vs ABCDd/ 5,185 0,003**

AB vs CD 1,929 0,079o

A vs B 0,011 0,912

C vs D 1,809 0,089o

Contrastes Adicionais

A vs C 0,130 0,631

B vs D 2,570 0,042*

pc/QMb/

a/ FV = Fonte de Variação; b/ QM = Quadrado Médio; c/ p =
probabilidade; d/ A = cães vacinados em clínicas veterinárias seguindo
o protocolo indicado  na literatura; B = cães vacinados em clínicas
veterinárias não seguindo o protocolo indicado na literatura; C =
cães vacinados em lojas de produtos agropecuários seguindo o
protocolo indicado na literatura; D = cães vacinados em lojas de
produtos agropecuários não seguindo o protocolo indicado na
literatura; E = cães não vacinados;  **, * e o, significativo a 1, 5 e 10
% de probabilidade, respectivamente.

Gruposa/

A 0,7609 (15)b/

B 0,7344 (13)

C 0,6677 (11)

D 0,3204 (6)

E 0,1560 (3)
a/ A = cães vacinados em clínicas veterinárias seguindo o protocolo
indicado  na literatura; B = cães vacinados em clínicas veterinárias
não seguindo o protocolo indicado na literatura; C = cães vacinados
em lojas de produtos agropecuários seguindo o protocolo indicado
na literatura; D = cães vacinados em lojas de produtos agrope-
cuários não seguindo o protocolo indicado na literatura; E = cães
não vacinados;
b/ entre parênteses: número de cães com título de anticorpos
positivo.

Média (log 10)

ca plenamente, já que os títulos de anticorpos entre os
grupos A e C, também vacinados em clínicas veterinári-
as e lojas de produtos agropecuários, respectivamente,
não diferiram (Tabelas 1 e 2). Uma outra explicação para
a diferença entre os grupos B e D seria a má conserva-
ção das vacinas comercializadas em lojas de produtos
agropecuários. Entretanto, esta explicação também não
se justifica, pois os títulos de anticorpos entre os gru-
pos A e C não diferiram (Tabelas 1 e 2).

Dessa forma, pode-se inferir que as vacinas
comercializadas em lojas de produtos agropecuários não
foram capazes de promover imunidade tão prolongada
quanto às vacinas de clínicas veterinárias. Entretanto,
mais estudos são necessários para que esta diferença
possa ser explicada, podendo ser superada, como já
mencionado, vacinando-se os cães segundo o protoco-
lo indicado pela literatura.

Vários trabalhos que mensuraram os anticorpos con-
tra o vírus da cinomose, por meio da soroneutralização,
consideraram protegidos os cães que desenvolveram
títulos de anticorpos a partir de 1:100 (York & Burch, 1961;
Povey, 1986; McCaw et al., 1998). Esse título também foi
definido como protetor, após os cães terem sobrevivido
ao desafio de exposição com vírus selvagem, em traba-
lho realizado por Appel (1969).

Uma grande porcentagem de títulos negativos foi
encontrada em todos os grupos de cães vacinados, o que
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não era esperado: grupo A = 50% (15/30), B = 56,7% (17/
30), C = 63,3% (19/30), D = 80% (24/30). Além disso, en-
tre os cães vacinados que apresentaram títulos detectá-
veis, a porcentagem dos títulos de anticorpos neutrali-
zantes 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), sendo o título máximo
observado de 1: 320.

A amostragem realizada não permite que sejam feitas
inferências sobre a população canina de Viçosa-MG.
Porém, se o grande número de casos suspeitos da doen-
ça, atendidos todos os anos no HOV-UFV, tratar-se real-
mente de infecção pelo vírus da cinomose, é possível que
este fato seja uma conseqüência da baixa imunidade
desta população, de forma geral, e não apenas dos cães
vacinados em lojas de produtos agropecuários, como
suspeitado inicialmente. Dessa forma, pesquisas devem
ser desenvolvidas para avaliar a imunogenicidade das
vacinas comercializadas atualmente, tanto em clínicas
veterinárias quanto em lojas de produtos agropecuários.

Como poucos animais que receberam vacinas
polivalentes alcançaram títulos de anticorpos protetores
neste estudo, pode-se sugerir que especial atenção seja
dada à avaliação dessas vacinas, uma vez que Biazzono
et al. (2001) observaram título médio de anticorpos ele-
vado (1: 4016) ao vacinarem cães com vacina monova-
lente contra o vírus da cinomose.

Segundo Davies & Pidford (1991), as vacinas
polivalentes comprometem o desenvolvimento de uma
adequada resposta imune. Estes autores sugeriram que
vacinas com múltiplos componentes devem ser usadas
com cautela, pois demonstraram que uma vacina conten-
do cinco antígenos diferentes, incluindo o da cinomose,
promoveu uma resposta menor no título de anticorpos
contra todas as doenças, quando comparada à aplica-
ção de uma vacina com três antígenos.

Também para Schultz (1995), quanto mais componen-
tes são combinados em uma única vacina, maior será a
interferência de um antígeno com outro. Neste caso, há
competição entre as células apresentadoras de antígeno,
podendo impedir que o animal responda adequadamen-
te a cada um deles. Outros autores, no entanto, relata-
ram a eficácia das vacinas polivalentes para proteger os
cães contra cinomose (Coyne, 2000; Kim et al., 2004;
Mouzin et al., 2004), o que reforça a necessidade de es-
tudos mais conclusivos.

Para avaliar se o contato com outros cães influenciou
os títulos de anticorpos encontrados, a comparação en-
tre o título de anticorpos em relação à freqüência de con-
tato com outros cães foi analisada, pelo teste “t” de

Student, para os grupos A, B e C. No grupo D, esta aná-
lise foi inviabilizada, porque todos os títulos positivos
pertenciam aos cães com contato freqüente. Isto não
significa que o contato tenha sido o fator determinante
no título de anticorpos deste grupo, uma vez que, no
grupo E, dos 27 cães que não apresentaram títulos
detectáveis, 77,8% (21/27) tiveram, em algum momento,
contato com outros cães. No grupo E, a quantidade de
títulos negativos também impediu a comparação.

A média dos títulos de anticorpos dos animais que
nunca tiveram tido contato com outros cães foi compa-
rada, separadamente, com a média dos títulos de anticor-
pos dos cães que tiveram algum tipo de contato, classi-
ficado, segundo os proprietários dos cães, como raro,
eventual ou freqüente. Em todos os grupos estudados,
o título de anticorpos não foi influenciado pela existên-
cia ou não de contato com outros cães, independente da
freqüência deste (Tabela 3), como observado por
Dezengrini (2005). Este resultado indica que os títulos
de anticorpos mensurados pelo teste de soroneutra-
lização, provavelmente, foram conseqüentes da vacina-
ção anterior e não do contato com outros cães.

Tabela 3 - Valores “t” de Student para as comparações dos
títulos de anticorpos neutralizantes contra o vírus da cinomose,
em função do contato com outros cães

Comparações  Valores de “t”

Grupo Aa/

Nuncab/ vs Raro 0,726 (p > 0,10)

Nunca vs Eventual 0,296 (p > 0,10)

Nunca vs Freqüente -0,268 (p > 0,10)

Grupo B

Nunca vs Raro -0,475 (p > 0,10)

Nunca vs Eventual -0,602 (p > 0,10)

Nunca vs Freqüente -0,336 (p > 0,10)

Grupo C

Nunca vs Raro 1,123 (p > 0,10)

Nunca vs Eventual 0,318 (p > 0,10)

Nunca vs Freqüente 0,754 (p > 0,10)

a/ A = cães vacinados em clínicas veterinárias seguindo o protocolo
indicado na literatura;
B = cães vacinados em clínicas veterinárias não seguindo o
protocolo indicado na literatura;
C = cães vacinados em lojas de produtos agropecuários seguindo o
protocolo indicado na literatura; b/ Nunca = cães que nunca haviam
tido contato com outros; Raro = contato raro com outros cães;
Eventual = contato eventual com outros cães; Freqüente = contato
freqüente com outros cães.
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CONCLUSÕES

Neste estudo pôde-se concluir que não há diferença
entre vacinar os cães contra cinomose em clínicas vete-
rinárias ou lojas que comercializam produtos
agropecuários, desde que a vacinação seja realizada se-
guindo o protocolo indicado pela literatura, ou seja, duas
ou três doses da vacina, em intervalos de 21 a 30 dias,
com revacinações dos cães adultos.

O título de anticorpos contra cinomose não foi influ-
enciado pelo contato com outros cães, independentemen-
te da freqüência com que este ocorreu.

Diante da grande porcentagem de títulos negativos
e de títulos abaixo do considerado protetor em todos os
grupos de cães vacinados, a qualidade das vacinas para
cinomose deve ser reavaliada.
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