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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi padronizar e avaliar o uso da técnica de imunofluorescéncia direta
no diagnéstico da cinomose canina (CC). Amostras do epitélio nasal, conjuntiva e impresséo da
mucosa genital de 40 caes foram testadas em imunofluorescéncia direta (IFD) para diagnéstico
de CC. Entres os 32 animais com sinais clinicos de cinomose, 30 (93,8%) foram positivos e oito
animais sem sinais clinicos de CC foram negativos pelo teste de IFD. A concordancia entre os
sinais clinicos e IFD foi alta (kappa: 0,85), apresentando uma sensibilidade relativa e
especificidade de 93,8% e 100%, respectivamente. A impressdo de genital apresentou maior
positividade (87,5%), seguida pelo nasal (67,7%) e conjuntival (51,6%). Os resultados do teste
Q de Cochran mostraram diferencas estatisticamente significativas entre os espécimes (Q =
534). A concordancia entre os sinais clinicos e os espécimes testados na IFD foi de 50 a 87,5%
entre o resultado positivo, enquanto que o negativo foi 100%. As laminas de impressao genital
mostraram-se maior concordancia (Kappa: 0,73). O diagnéstico positivo de IFD foi mais
eficiente nos animais com quadro sistémico da cinomose.

Palavras chaves: Cinomose canina, diagnéstico, imunofluorescéncia direta, sinais clinicos.
ABSTRACT

The objective of the present study was standardized and evaluated the Direct
immunofluorescence assay (DIF) in the diagnosis of canine distemper. Genital mucous
membrane, nasal and ocular smears from 40 dogs (32 with clinically suspected distemper
symptoms and 8 with no clinical signs of distemper) was used. Thirty out of 32 dogs under
suspection of disease were positive (93.8%), and 8 out of 8 dogs with no clinical signs of
distemper were negative by DIF assay. Our results demonstrated high agreement between
clinical signs and DIF diagnosis (Kappa: 0.85), presenting a relative sensitivity and specificity of
93.8% and 100%, respectively. Positive results in DIF reach up to 87.5% in genital mucous,
67.7% in nasal, and 51.6% in conjunctival smears. The Cochran's Q statistics conclude that
there is a statistically significant difference among the three specimens. The results agreement
among animals presenting distemper clinical signs and specimens tested in DIF ranged from 50
to 87.5%, and animals with no signs of disease with the same test DIF was 100%. The highest
agreement between symptoms and positive results in DIF were observed with genital
impression samples (Kappa: 0.73) and in animals with systemic symptoms.

Keywords: Canine distemper, diagnostic, direct immunofluorescence, clinical signs
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1. INTRODUGAO

A Cinomose canina (CC) é uma
enfermidade viral pantrépica, com
manifestagbes de doenga contagiosa aguda
apresentando sinais clinicos respiratério,
gastrointestinal e ou nervoso. A infeccao
pode apresentar-se nas formas pulmonar,
neurolégica e sistémica e sua intensidade
pode variar de acordo com a variante viral, o
estado imunolégico e a idade dos caes. O
Virus da cinomose canina (VCC) ¢é
considerado um dos mais importantes
patdgenos que acomete cades jovens e
adultos em todo o mundo, além de outros
carnivoros e mamiferos marinhos.

O VCC é um paramyxovirus com diferencas
consideraveis na patogenicidade entre suas
variantes. E encontrado em todas as
excrecdes dos animais infectados durante a
fase sistémica da doenca e a transmissao
ocorre usualmente através de inalagcado de
aerossois.

O diagnéstico clinico é dificultado pelo
amplo espectro de sinais, que também
podem ser encontrados em outras doengas.
Os exames complementares como
hemograma, analise de liquor, exame
radiografico, métodos sorolégicos nao
corroboram para o diagnéstico diferencial
definitivo.

A confirmacgéo laboratorial da cinomose é
realizada por meio de diagnéstico viroldgico,
sorolégico, molecular e histopatolégico.
Algumas destas técnicas tornam-se
inviaveis por apresentar altos custos e a
obtencdo de seu resultado é demorada. A
identificagdo do virus pela técnica de
imunofluorescéncia  direta  (IFD) em
amostras clinicas de animais com sinais de
cinomose tem sido amplamente utilizada na
rotina laboratorial. A IFD foi umas das
primeiras técnicas que identificou o VCC, e
tem demonstrado ser muito sensivel e
especifica no estudo da patogénese e
diagnoéstico deste virus. Adicionalmente, €
uma técnica simples, pratica, accessivel e
de rapida execucao.
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O objetivo deste trabalho foi padronizar e
avaliar 0 uso da técnica de
imunofluorescéncia direta no diagnéstico da
cinomose canina em amostras de mucosa
nasal, conjuntival e genital de animais com
e sem suspeita clinica de infecgéo.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 Virus da Cinomose Canina

O virus da cinomose canina (CCV) é um
membro da familia Paramyxoviridae, género
Morbillivirus e esta relacionado com o virus
do sarampo, Rinderpeste bovino, peste de
pequenos ruminantes, morbillivirus de
cetaceos e cinomose das focas (Harder e
Osterhaus, 1997).

Como todos os Paramyxoviridae contém um
envelope bilipidico derivado da membrana
plasmatica da célula hospedeira (Lamb e
Parks, 2007). O genoma do VCC é de
15.900 pb composto de uma molécula de
RNA fita simples de polaridade negativa,
com simetria helicoidal ndo segmentado.
Sao pleiomorficos, muitos, entretanto, sao
aproximadamente esféricos e medem ao
redor de 150-250 nm (Harder e Osterhaus,
1997; Lamb e Parks, 2007).

2.1.1 Proteinas e replica¢ao Viral

O VCC possui seis genes que codificam oito
proteinas virais: duas nao estruturais (C e
V); e seis estruturais (proteina do
nucleocapsideo (NP), fosfoproteina (P),
proteina da matriz (M), proteina de fusdo
(F), a hemagilutinina (H) e a grande proteina
(L) (Harder e Osterhaus, 1997, Lamb e
Parks, 2007). As proteinas N, P e L
juntamente com o RNA viral constituem o
complexo ribonucleoproteico (RNP), que
orienta a sintese de RNA mensageiro e a
replicagao (Messling et al., 2001; Lamb e
Parks, 2007).

No envelope estdo duas glicoproteinas (H e
F) chaves para o processo de infecgdo,
estando relacionadas com a entrada do
virus dentro da célula alvo e séao
antigenicamente determinantes (Lamb et al.,



2006). A hemaglutinina é a maior
determinante do tropismo viral e da
extensao da fusao (F-H) na célula infectada,
influenciando assim a propagacéao do virus
e a citopatogenicidade (efeito citopatico -
ECP) (Messling et al., 2001).

A glicoproteina H media a ligagado do virus
ao receptor celular da membrana e a
proteina F executa a fusdao das duas
membranas, viabilizando a entrada do RNP
viral para dentro do citoplasma (Lamb,
1993; Messling et al., 2001; Lamb e Parks,
2007). Uma camada interna formada pela
proteina da Matriz (M) estabiliza as
membranas e media o contato com o
nucleocapsideo (Harder et al.,, 1997).
Depois da infeccdo, a proteina F
expressada na membrana plasmatica da
célula infectada pode intermediar a fusao
com outras células vizinhas formando uma
célula gigante multinucleada (sincicio)
(Rankin, et al., 1972; Lamb e Parks, 2007).

O ciclo de replicagdo do VCC em cultivo
celular é geralmente de 14 a 30 horas
(Lamb e Parks, 2007). Biétipos de VCC
virulentas e atenuadas se diferenciam pela
habilidade de replicagdo em varias culturas
celulares de macréfagos, linfécitos e células
epiteliais. Amostras vacinais (Rockborn,
Onderstepoort, Convac e Lederle, etc.) se
replicam em todos estes tipos celulares,
enquanto os isolados virulentos requerem
adaptacao (varias passagens cegas) para
obter uma replicacao eficiente em linhagens
epiteliais, tais como VERO e MDCK (Evans
et al., 1991; Lednicky et al., 2004). Cornwell
et al. (1971) descreveram a replicagédo do
VCC (amostra CDV Glasgow 841) em
células MDCK durante um periodo de 72
horas: Oito horas pés-infecgao (PI)
nenhuma mudanga ultra-estrutural foi
encontrada, mas 12 horas Pl obtiveram
evidéncias do nucleocapsidio dentro do
citoplasma, através de um pequeno foco
perinuclear do nucleocapsideo. Em 18
horas Pl, os focos sdo numerosos e o
processo de brotagdo do virus pela
superficie celular se inicia com o
alinhamento do nucleocapsideo abaixo da
membrana plasmatica, formando uma
configuracdo simétrica. As 24 horas Pl ha
uma protrusdo e a pressao nesta area leva

a formacao de um ‘botao’ viral, e finalmente
a liberagdo do virion. O processo de
brotagdo continua de 24 a 72 horas PI, a
duracéo é relacionada com a proporgéao de
degeneragéo celular.

2.1.3 Efeito citopatico

O VCC possui uma caracteristica
citopatogenicidade que é evidenciada pelo
efeito citopéatico (ECP), tais como sincicio,
inclusdo citoplasmatica e intranuclear,
arredondamento celular, citélise e apoptose.
A replicacdo de CDV em células induz a
formacéao de células gigantes com inclusdes
eosinofilicas intracitoplasmatica e
intranuclear (Karzon e Bussell, 1959;
Martella e Buonavoglia, 2008). Inclusdes
eosinofilicas surgem no citoplasma entre 24
e 48 horas PI, que consiste de uma massa
de cobertura do nucleocapsideo com
material granular entremeado com sistema
de tubulos e vesiculas, semelhantes ao
complexo de golgi. Apos 48 horas PI, como
mecanismo de defesa, esta estrutura sem
as vesiculas e com microvilos é expulsa da
célula. Seguindo 60 horas Pl ha uma
marcante formacdo das microvilosidades
ocorrendo depois a fusdo celular. Inclusbes
intranucleares eosinofilicas ocorrem depois
da formagédo de sincicio, que consiste de
uma extensao rigida do nucleocapideo sem
0 material granular associada com a forma
citoplasmatica (Cornwell et al., 1971).

2.2 Patogenia

Apos entrar em seus hospedeiros pela via
oral ou nasal, o VCC inicia sua replicacdo
nos tecidos linféides (Appel, 1969). Os
primeiros lugares de replicacdo s&o os
macrofagos das tonsilas (Liu e Coffins,
1957) e os linfonodos bronquiais (Coffin e
Liu, 1957; Appel, 1969; Krakowka et al.,
1980). No segundo dia pos-infec¢do (PI) ha
uma progressao, aumentando o nimero de
linfocitos e células reticulares infectadas.
Em seguida o virus se distribui pelos
linfonodos mediastinais e mesentéricos,
baco, figado e tecidos linféides do trato
gastrointestinal (3 a 4 dias), sendo que a
expansao viral ocorre pelas vias linfaticas e
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sanguineas (Liu e Coffin, 1957; Appel,
1969).

Uma viremia na primeira semana poés-
infeccdo coincide com a proliferagdo viral
nos 6rgaos linféides associada a leucopenia
por linfopenia, como conseqiientes danos
as células linféides B e T (Liu e Coffin, 1957;
Schobesberger et al, 2005, Greene e
Appel, 2006; Rudd et al., 2006; Bonami et
al,, 2007). No quinto e sexto dia Pl se
espalha para o pulméo e lamina propria da
nasofaringe e mucosa conjuntival (Appel,
1969). Uma segunda viremia, com virus
associado a célula e fase plasmatica pode
ocorrer entre o oitavo ao décimo quarto dia
Pl, sendo que algumas vezes podem ser
observadas até o vigésimo quarto dia PI
(Appel, 1969; Schobesberger et al., 2005;
Greene e Appel, 2006; Rudd et al., 2006). O
estagio virémico pode durar até seis
semanas (Cello et al., 1959).

Durante o periodo de viremia, o curso da
infeccdo e a severidade dos sinais clinicos
variam em consequUéncia da viruléncia do
virus, idade e estado imune do animal. Se
0s caes desenvolverem uma forte resposta
imune, podem se recuperar da infeccédo
(Appel, 1969; Martella et al., 2008), e o virus
desaparece dos tecidos dentro de 10 a 14
dias (Krakowka et al., 1980). Entretanto,
aqueles que produzem niveis de anticorpos
insuficientes, o virus permanece nos tecidos
linféides e continua a sua dispersédo para
pele, glandula enddcrina e exdcrina, trato
respiratério e reprodutivo (Appel, 1969;
Krakowka et al., 1980).

A auséncia de uma resposta imune na fase
inicial da infec¢do leva a um quadro fatal
(Ho e Babiuk 1979a), possivelmente, devida
a extensiva replicacdo viral em tecidos
linféides e subseqlientes imunossupressao
pela deplecdo de linfécitos T e B
(McCullough et al., 1974; Ho e Baiuk 1979b;
KrakowKa et al., 1980).

A invasdo do virus no sistema nervoso
central (SNC) ocorre com mais de 15 dias
Pl, ap6s sua expansao nos tecidos linfaticos
e epiteliais, sendo a via de acesso o bulbo
olfatério ou a hematdgena através dos
linfécitos infectados (Liu e Coffin, 1957;
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Rudd et al., 2006). A encefalite € uma causa
comum de morte em animais acometido por
cinomose (Summers e Appel, 1994). A
desmielinizacgo €& uma caracteristica
constante na fase aguda de infeccéo
(Bathen-Noethen et al., 2008) e é induzida
pela presenga do virus em células nervosas
(Summers Appel, 1985; Summers e Appel,
1994). O VCC causa uma doenca crbnica
desmielinizante em  decorréncia da
persisténcia viral no CNS, que é multifocal e
dependente de propriedades do hospedeiro
e do virus. O fator relacionado ao virus
inclui  mudangas conformacionais nas
proteinas virais N e M apos interagdo com
diferentes determinantes moleculares
(Stettler et al., 1997) ou a proteina viral H
das amostras neurovirulentas, as quais sao
mais eficientes em mediar a infeccado em
neurbnios, o que ocorre provavelmente
devido a sua maior afinidade pelos
receptores destas células (Bonami et al.,
2007).

A encefalite aguda pelo VCC, que ocorre no
inicio da infeccdo em cé&es jovens ou
animais imunossuprimidos, é caracterizada
pela replicagdo viral direta e injdria,
causando lesbes multifocais na massa
branca e cinzenta, geralmente &
acompanhada de sinais clinicos sistémicos
Enquanto na encefalite VCC crdnica, € um
processo imunopatolégico virus
independente, que afeta
predominantemente as células dendriticas,
onde a reacdo do sistema imune é o
mecanismo patogénico da desmielinizagao
(auto-imune), e com freqléncia, nao
manifesta  sinais  clinicos  sistémicos
(Koutinas et al, 2002; Gebara et al, 2004b;
Greene e Appel, 2006).

O VCC pode persistir em alguns tecidos do
cérebro (locais nao afetados) de animais
sobreviventes da infec¢do (Greene e Appel,
2006). A persisténcia do virus pode induzir
uma encefalite tardia ou a hiperqueratose
dos coxins plantares, pelo qual o virus fica
restrito aos neurbnios e substancia branca
do encéfalo e células epidérmicas (Appel,
1969). Animais com hiperqueratose nasal
ou digital, usualmente, também apresentam
complicagbes neurolégicas (Greene e
Appel, 2006), isso porque o SNC e os



queratinécitos sdo infectados na segunda
viremia (Grdne et al., 2004).

2.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos de cinomose dependem
da viruléncia do virus, condicbes ambientais
e a resisténcia individual de cada
hospedeiro (Greene e Appel, 2006). O
periodo de incubacéo € variavel, podendo ir
de uma a quatro semanas ou mais (Appel et
al., 1982). A infeccao pode ser de subclinica
a agudo, com ou sem envolvimento de
sinais nervosos (Appel e Summers, 1999).

A infeccdo aguda caracteriza-se por ser
mais comum em animais com idade entre 4
a 6 meses, apo6s a perda da imunidade
passiva, apresentando febre, moderada
conjuntivite serosa a mucopurulenta, tosse
seca, ruidos respiratério (inferior),
depressao, anorexia, vomito e diarréia. Uma
forma branda da doenca clinica pode
ocorrer e 0s sinais incluem apatia,
diminuicdo de apetite, febre e infeccdo do
trato respiratdrio superior (Greene e Appel,
2006).

Os sinais sdo exacerbados pela infeccao
secundaria bacteriana e incluem descarga
nasal purulenta, tosse, dispnéia,
pneumonia, diarréia, vOmito e pustulas. Em
caes na fase de crescimento, a hipoplasia
dentaria apds infecgdo é uma observagao
comum (Appel e Summers, 1999). Entre os
sinais dermatoldgicos, a hiperqueratose de
coxins e focinho é um achado comum
(Greene e Appel, 2006)

Durante o curso inicial da doenga ocorrem
dois picos febris que é acompanhado de
leucopenia. A contagem de linfocitos retorna
a normalidade aproximadamente em oito
semanas Pl em caes que se recuperaram
de cinomose, mas permanece diminuido em
caes moribundos. (Liu e Coffin, 1957; Appel,
1969; McCullough et al., 1974;
Schobesberger et al., 2005; Rudd et al,
2006; Bonami et al., 2007).

Manifestagdes neurolégicas podem surgir
em uma a trés semanas apds os sinais
sistémicos, associados ou nao com

manifestacoes clinicas sistémicas,
caracterizadas por inflamacao da substancia
cinzenta no cérebro e cerebelo. Os sinais
clinicos observados sao incoordenacao
motora, andar em circulo, nistagmo,
paralisia parcial ou completa dos membros,
convulsdo, rigidez cervical e deméncia
(Greene e Appel, 2006). Alteragées no SNC
podem aparecer meses ou anos depois da
infeccdo primaria, desenvolvendo uma
meningo-encefalite cronica (Rima et al.,
1987). A fase crbnica é representada pela
persisténcia viral e os animais apresentam
somente sinais clinicos restritos ao SNC
(Krokowka et al., 1980)

Baseados nos sinais clinicos e na
localizagdo tecidual do virus, Coffin e Liu
(1957) dividiram o quadro clinico de
cinomose em trés categorias: infecgéo
sistémica (febre, conjuntivite, pneumonia,
hiperqueratose de pele e diarréia); infeccao
sistémica e nervosa (sinais sistémicos e
tique nervoso, convulsdo e ataxia) e
infeccdo nervosa (sintomas de SNC).

2.4 Diagnéstico

O diagnostico presuntivo da cinomose
canina baseado nas suspeitas clinicas e na
patologia clinica ndo auxilia no diagnéstico
definitivo (Greene e Appel, 2006). A CC
pode ser diagnosticada por métodos diretos,
tais como, isolamento, histopatolologia,
imunohistoquimica, imunofluorescéncia
direta, métodos moleculares e indiretos
como ELISA, imunofluorescéncia indireta,
soroneutraliza¢do e outros.

2.4.1 Métodos diretos
a. Isolamento viral

O isolamento do VCC de animais infectados
é dificil, e as vezes, inviavel quando o
animal nao est4d no estagio agudo da
infeccdo. O isolamento pode ser realizado
por meio da inoculagdo de amostras clinicas
(secrecao nasal, ocular e sangue) em
células de linhagem, como células MDBK e
VERO. Os efeitos citopaticos observados
sdo: lise celular, arredondamento celular,
descolamento da monocamada, formagao
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de sincicio. A monocamada pode ser corada
com cristal violeta e corpusculos de inclusao
podem ser vistos tanto intranuclear como
intracitoplasmatico (Evans et al., 1991;
Mochizuki, 2005; Yamaguchi et al., 2005,
Lan et al., 2006).

b. Diagnostico molecular

Métodos que moleculares, como RT-PCR,
RT-Nested-PCR e Real-time RT-PCR tém
contribuido para o diagnéstico de cinomose.
Amostras como sangue, urina, Soro,
secrecao nasal ou ocular e fragmentos de
o6rgdos podem ser utilizados para a
deteccéo do VCC (Kim et al., 2001; Jozwik e
Frymus, 2005; Elia et al., 2006; Kim et al.,
2006).

C. Histopatologia

O VCC produz inclusées
intracitoplasmaticas ou intranucleares em
diversos tecidos as quais podem ser
visualizadas apds coloracdo pelos métodos
de Sellers, Shorr ou Giemsa (Liu e Coffin,
1957; Kristensen e Vandevelde, 1978;
Queiroz da Silva et al., 1999; Queiroz da
Silva, 2004). Histologicamente as inclusdes
sdo compostas por agregados de
nucleocapsideos e restos  celulares
resultantes da agéo virica (Greene e Appel,
2006).

d. Imunohistoquimica

O diagndstico da cinomose canina pela da
técnica de imunohistoquimica pode ser
realizado ante-morte utilizando mucosa
nasal, epitélio dos coxins e pele (tecido do
pescoco dorsal), ou pds-morte a partir de
tecidos do baco, tonsilas, linfonodos,
estbmago, pulmao, duodeno, bexiga e
cérebro (Haines et al., 1999; Damian et al.,
2005; Greene e Appel, 2006). Os resultados
sdo mais satisfatérios na fase aguda da
infeccao (Greene e Appel, 2007).

e. Imunofluorescéncia
. A técnica de IFD

A imunofluorescéncia pode se executada
em duas formas: Imunofluorescéncia direta
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(IFD) e imunofluorescéncia indireta (IFl). No
procedimento direto o anticorpo anti-
cinomose €& marcado com corante
isoticionato de fluoresceina (ITFC). Ja no
método indireto, o teste é realizado em duas
etapas, na primeira introduz o anticorpo
anti-cinomose ndo marcado, na segunda
etapa um anticorpo anti-imunoglobulina é
adicionado (Santos et al., 2002).

A qualidade do conjugado com ITFC é muito
importante para um adequado desempenho
da técnica de imunofluorescéncia e sua
especificidade ¢ um ponto chave. The e
Feltkamp (1970a, 1970b), avaliaram as
condi¢des de conjugacao de anticorpos com
ITFC, e obtiveram conjugados com ITFC de
relativa pureza quando obtidos pela técnica
de cromatografia DEAE Sephadex, e uma
concentracdo de proteina inicial de
25mg/mL conjugada durante 30 a 60
minutos sob temperatura ambiente em pH
9,5 resultaram em conjugados de alta
qualidade. Quando estas condigbes estao
padronizadas a concentragdo final de
fluoresceina — proteina (F/P) depende da
quantidade de ITFC usada.

Segundo Goldstein et al. (1961), a nao
especificidade do conjugado esta
diretamente relacionada com o nudmero
médio de fluoresceina ligada por molécula
de anticorpo, o ideal é que estes estejam
uniformemente agrupados e em
concentragdes apropriadas.

A especificidade do conjugado também foi
avaliada por Cello et al. (1959), através da
utilizacdo de controles, dentre eles,
esfregagos sanguineos de um céo sem e
com cinomose. Este Ultimo foi tratado com
IgG anti-VCC e depois corado com
anticorpo  fluorescente para checar a
inibicdo da fluorescéncia, e duplicatas dos
esfregacos sanguineos também foram
tratadas com soro de coelho. Além de corar
os esfregacos de bexiga, traquéia,
conjuntiva e pelve renal com conjugado anti-
VCC ITFC e um esfregaco sanguineo com
conjugado anti-brucella ITFC (rato), os quais
apresentavam corpusculos de inclusdes
sugestivos de cinomose, e todos os
esfregacos que continham  inclusdes
exibiram uma fluorescéncia especifica. As



laminas positivas tratadas com a IgG anti-
VCC apresentaram uma diminuigdo da
intensidade e do numero de células
fluorescentes, as pré-tratadas com soro de
coelho nao apresentaram inibicdo da
fluorescéncia e as coradas com o conjugado
ndo especifico (Brucella) nao ocorreu a
reacdo de fluorescéncia. Segundo Liu e
Coffin  (1957) quando uma amostra
infectada é corada com um conjugado
heterélogo ndo ocorre reacdo especifica e
um pré-tratamento das laminas com soro
homoélogo inibiria a reagao de fluorescéncia.

] Aplicagdo de IFD no diagnéstico de
cinomose

A técnica de imunofluorescéncia aplicada ao
diagnéstico de cinomose canina é utilizada
desde o primérdio da descoberta do virus
de cinomose, e tem sido a técnica de
escolha para o diagndstico laboratorial da
enfermidade (Queiroz da Silva et al., 1999;
Queiroz da Silva et al., 2004).

Varias amostras clinicas podem ser
utilizadas na IFD, como esfregaco nasal,
conjuntival, sanguineo e impressao de
genital. No sangue o virus pode ser
revelado a partir do terceiro, quarto dia PI
indo até o 17° dia, sendo detectados dois
dias antes do pico febril. Em esfregaco
conjuntival o virus pode ser observado a
partir do nono dia Pl, sendo que neste
substrato a deteccao depende do quadro
febril ou se o animal esta na fase aguda ou
crobnica. Mas os esfregagos conjuntivais
tendem a ser positivos intermitentes,
enquanto o sangue € consistentemente
positivo. Células da mucosa genital foram
positivas no  quinto dia (infeccéo
experimental via intracranial e intravenosa)
e do sétimo ao 10° dia (oronasal) (Liu e
Coffin, 1957; Coffin e Liu, 1957; Motohashi
et al., 1969; Jozwik e Frymus, 2005).

O VCC desaparece dos tecidos epiteliais
trés semanas depois da infeccdo, mas foi
encontrado em células genitais no 21°dia Pl
em cdes com sintomas nervosos (Fairchild
et al., 1967). O virus pode ser persistente (3
a 6 semanas) nas células do SNC e nas
células epiteliais dos coxins (Appel, 1969).

O virus em tecido epitelial é mais
freqlientemente detectado dentro das trés
primeiras semanas da doenga clinica, e
menos detectavel em trés a oito semanas
(Fairchild et al., 1971).

A fluorescéncia observada apresentava-se
de forma granular ou ocupava metade do
citoplasma, e cerca de 1% ou menos
continham antigenos virais detectaveis, mas
foram suficientes para determinar o
diagnéstico positivo (Liu e Coffin, 1957). Os
esfregacos corados por imunofluorescéncia
apresentavam muitas células epiteliais
positivas e demonstraram ser mais facil e
especifico que as laminas coradas com
corantes convencionais, mas somente em
animais na fase aguda da doenca (Coffin e
Liu, 1957).

Em relacdo a técnica de leitura de
imunofluorescéncia, Fairchild et al. (1971),
estabeleceram que as laminas tornariam
satisfatdrias para o diagnéstico se tivessem
50 ou mais células epiteliais e
demonstraram a especificidade da reagéo
com a introdugédo de um controle negativo e
positivo, além de determinar que o
examinador das laminas ndo tivesse
conhecimento do diagnéstico clinico. Eles
encontraram varios espécimes com numero
de células insatisfatério, principalmente o
conjuntival, as quais foram descartadas.

2.4.2 Métodos Indiretos

Dentre os testes soroldégicos empregados
no diagnéstico da cinomose estdo os
ensaios imunoenzimatico (ELISA), fixacao
de complemento, soroneutralizagéo,
imunoperoxidase, imunofluorescéncia
indireta e imunocromatografia (Appel, 1969;
Noon et al., 1980; Gemma et al., 1996;
Olson et al., 1999; Mesling et al., 1999;
Rikula et al., 2000; Masuda et al., 2006; An
et al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Amostras clinicas de 40 caes (21 machos e
19 fémeas) foram coletadas em clinicas
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veterindrias, canis particulares e no hospital
veterindrio da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais em
Belo Horizonte, dos quais 32 apresentando
sintomatologia compativel com cinomose,
com sinais sistémicos e neuroldgicos, e oito
caes sem suspeita clinica de cinomose, com
idades de 45 dias a oito anos (anexol). O
quadro clinico foi correlacionado ao estado
de vacinacgao.

Antes da coleta de material cada animal foi
avaliado e seus dados clinicos preenchidos
em uma ficha (anexo 2). Os espécimes
coletados foram amostras do epitélio nasal
e conjuntival, impressdo da mucosa genital
e sangue total. Apds a coleta os espécimes
foram preservados em gelo até serem
encaminhadas ao laboratério para o
processamento.

Para a técnica de imunofluorescéncia direta,
as células epiteliais nasais e conjuntival
foram obtidas através da introducdo e
rotacdo de uma zaragatoa estéril na
cavidade nasal e no terco médio do saco
conjuntival, respectivamente. As amostras
clinicas foram coletadas através de
movimentos rotatérios em sentido horario da
zaragatoa e imediatamente transferidas
para lAmina de vidro com movimento em
sentido contrario para dispersdao das
células. As células do epitélio genital foram
obtidas pela impressdao da lamina na
mucosa genital. As laminas foram secas ao
ar, fixadas em acetona por 30 min a -20°C e
em seguida armazenadas a -80 até serem
processadas.

O sangue total foi adquirido por venopuncao
da veia braquial ou jugular utilizando agulha
individual e tubo a vacuo (sem e com
anticoagulante (EDTA)). O soro foi obtido
apés centrifugacdo a 2500 x g por 10 min. e
armazenado a -20°C.

3.2 Imunofluorescéncia direta

3.2.1 Cultivo de células de rim de macaco
verde (VERO)

Células da linhagem VERO (ATCC, CLL-81,
USA) foram cultivadas em meio essencial
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minimo (MEM —Sigma Aldrich Co., St. Louis,
MO, U.S(.A)), suplementado com 5% de
soro fetal bovino (Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO, U.S.A), 0,5% de anfotericina B
(50ug) e 1% de penicilina e estreptomicina
(200Ul e 200ug, resgectivamente) em
garrafas de 75 e 150cm®. As células foram
incubadas em estufa com 5% de CO, a
37°C.

3.2.2 Cultivo do virus da cinomose canina
(VCC) em célula VERO

A amostra de VCC Lederle (ATCC VR-128
™) com titulo de 2 x 105,5 TCID50/mL foi
cultivada em célula Vero em garrafas de
150, 300, 690 e 890cm? de area de cultivo
com uma concentracdo de 50.000 células
/em®. A monocamada, com 70 a 90% de
confluéncia, recebeu 5 a 15 mL do inoculo
diluido em MEM contendo 0,5% de
anfotericina B e 1% penicilina-
estreptomicina na proporgdo de 1:3.
Seguida uma hora de adsorcao em estufa
com 5% de CO. a 37°C sendo
homogeneizado a cada 15 min., o inoculo
foi retirado e acrescentado MEM com 3% de
SFB e mantido em estufa a 37°C por trés
dias. Apdés o aparecimento do efeito
citopatico (ECP) caracteristico, com a
formagdo de sincicios e destruicao de
aproximadamente 75% da monocamada,
seguiu-se trés ciclos de congelamento e
descongelamento. O sobrenadante foi
aliquotado em criotubos de 1,0 mL, titulado
e armazenado a — 80°C.

3.2.3 Titulacdo do virus da cinomose

A suspensdo viral foi titulada em
microplacas com 96 pocos. Foram feitas
nove diluicdes seriadas decimais (10-1 a 10-
9) do virus em MEM sem SFB e
distribuidas, em octoduplicatas de cada
diluicdo (50 pL), a uma monocamada
previamente preparada com uma
concentracdo de 50.000 cel/cm? (16.000
cel/pogo). Trés colunas foram reservadas
para controle de célula. Adicionou-se 50uL
MEM com 5% de SFB, 0,5% de anfotericina
B e 1% penicilina-estreptomicina. Apéds
cinco dias de cultivo em estufa de CO, a
37°C a leitura foi realizada avaliando o ECP,



formacdo de sincicio, arredondamento
celular e destruicao da monocamada. O
titulo foi obtido (2 x 106,5TCID50/mL)
segundo Reed e Muench (1938).

3.24 Produgcdo de antigeno semi-
purificado do virus de cinomose canina

A suspenséo viral de VCC foi clarificada por
centrifugacao a 5000 x g por 20 min a 4°C,
para remover o0s restos celulares. O
sobrenadante foi coletado e o sedimento
celular desprezado. A suspensdo contendo
particulas virais foi concentrada e semi-
purificada por ultrafiltracdo em Amicon 8400
(Stired ultrafiltration cell, Millipore, Ontario-
CA) usando membrana ultracell regenerada
de celulose, 30 KDa, 76 mm (Millipore,
Ontario-CA). Cerca de 500 mL foi
concentrado 50 vezes sob presséao
constante de nitrogénio (30 psi) e
velocidade lenta. Este foi dialisado em tubos
de didlises de 15 mm de didametro (Dialys
tubing - Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
U.S. A) em dois litros de PBS (NaCl 0,015M,
PO4 0,01M, pH 7,4) durante 24 hs,
efetuando-se, apés 12hs, uma troca de PBS
(NaCl 0,015M, PO, 0,01M, pH 7.4).
Posteriormente a didlise, o antigeno foi
aliguotado e armazenado a -80°C.

3.2.5 Dosagem protéica e Titulagdo do
antigeno de cinomose semi-purificado

A concentracdao de proteina do antigeno
viral foi determinada pelo método de Lowry
(Harris, 1978).

A titulagao foi obtida por IDGA com 1% de
Agar noble em tampao borato (NaOH 0,05,
HsBO;, pH 8,6) através de diluicbes
seriadas na base dois e tendo como padrao
positivo um soro hiperimune de cinomose
(Cinoglobulin, Biovet)

3.2.6 Produgdo de soro hiperimune de
cinomose canina

O soro hiperimune foi obtido de um ovino
macho, mestico, de oito meses de idade.
Primeiro, inoculou-se por via subcuténea
100pg/mL de antigeno (item 3.2.4) da VCC
inativado com 0,1% de formaldeido, diluido

em PBS (NaCl 0,015M, PO, 0,01M, pH 7,4)
e emulsificado, proporcionalmente, ao
adjuvante completo de Freund (Sigma
Aldrich  Co., St. Louis, MO, U.S.A).
Aplicagbes seriadas, pela mesma via, com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A) (Sigma)
foram realizadas apdés 14, 21 e 28 dias.
Coletou-se sangue antes de cada
imunizagdo para titulagdo do soro com a
técnica de IDGA. A sangria foi realizada
apés quatro inoculagbes. O nivel de
anticorpo foi determinado por
soroneutralizacdo através da técnica de
microtitulacdo (Appel e Robson, 1973). O
titulo foi expresso como inverso da maior
diluigdo que contém a DE50 (Dose efetiva
50%).

3.2.7 Precipitagéo de IgG anti-VCC

Para obtengéo de IgG anti-VCC foi utilizado
o protocolo segundo McKinney e Parkinson
(1987). O anti-soro VCC produzido em ovino
foi precipitado pela técnica de sulfato de
aménio e acido caprilico. O soro (35 mL) foi
inativado a 56°C por 20 min, depois diluido
1:5 em tampéao acetato de sédio (60mM) e o
pH ajustado para 4,5. O acido caprilico
(25pl/mL de soro) foi adicionado lentamente,
em seguida deixado sob agitacdo por 30
min. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g
por 30 min, e o sobrenadante filtrado e
diluido em 1:10 de PBS 10x EDTA 100mM
(1 PBS 10X:9 sobrenadante). O pH foi
ajustado até 7,4 com NaOH 1M e a solucao
de sulfato de aménia com 45% de saturacao
(v/v) foi adicionada lentamente sob
agitacdo, deixando agitar por 30 min, e
centrifugou a 5000 x g por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em PBS (NaCl 0,015M, PO,
0,01M, pH 7.4) na proporcao de 1:10 do
volume inicial de soro (3,5 mL). A
suspensao de imunoglobulina foi dialisada
com 100 vezes o volume de PBS (NaCl
0,015M, PO4 0,01M, pH 7.4) por 24 h,
efetuando uma troca de PBS (NaCl 0,015M,
PO4 0,01M, pH 74) com 12 h. A
quantificacdo protéica foi determinada pelo
método de Lowry (Harris, 1978). O nivel de
anticorpo foi avaliado por soroneutralizagdo
através da técnica de microtitulagédo (Appel
e Robson, 1973).
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3.2.8 Eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) foi utilizada para analisar o
grau de pureza da IgG, por meio do perfil
eletroforético. O método utilizado foi
eletroforese em placa vertical de mini gel de
poliacrilamida (Mini-Protean®I|/Bio-Rad)
contendo SDS, com sistema descontinuo de
pH, segundo descrito por Laemmli (1970). O
gel de separacao usado para a analise da
amostra foi de 7,5% e o de concentracéao
4%, que foi confeccionado com bis-
acrilamida 40%, Tris HCI (1,0M, pH 6, 8,
SDS 10% p/v, persulfato de amoénio 10%
p/v, 30 ul de TEMED). A corrida foi realizada
sob as seguintes condi¢des: 60 min em TBE
(Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 0,05%, pH
8,3) a 150V e 40mA. O padrao de peso
molecular foi BenchMark ™ Protein Ladder
(Invitrogen, USA).

A 1gG anti-VCC foi diluida 1/10, 1/50, 1/100,
sendo incluidos soro e IgG de carneiro para
facilitar a identificagdo da banda especifica.
As amostras foram desnaturadas e
solubilizada pela adicdo de tampéo de
amostra (Tris-HCL 0,5M, pH 6,8; 10% SDS;
1% de glicerol, 0,05% de azul de
bromofenol), com e sem 2-mercaptoetanol,
depois levada a banho-maria por 10 min. O
gel foi corado em azul de comassie por 20
min e descorado por duas horas com
solucdo descorante (metanol 10%, acido
acético 7%, agua destilada 1000 mL gsp.),
sob agitagao.

3.2.9 Conjugacao e purificagdo IgG anti-
VCC em coluna de cromatografia

A 1gG anti-vce foi conjugada em coluna de
cromatografia baseado na técnica de
Hudson e Hay (1989), com algumas
adaptacoes. A concentracdo protéica da IgG
anti-VCC foi ajustada para 20 mg/mL com
tampédo carbonato (0,5 M pH 9,5) e foi
conjugada com 0,05 mg de isoticionato de
fluoresceina (ITFC) para cada 1mg de
proteina. O ITFC foi dissolvido em tampéo-
bicarbonato (0,5 M pH 9,5) resfriado na
proporcao de 1/5 do volume da IgG anti-
VCC. A amostra foi colocada em frasco
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ambar e o ITFC foi adicionado gota a gota
sob agitagdo e homogeneizando por 10
minutos e depois mantido sob agitagdo por
18 h a 4°C. A proteina conjugada foi
separada do fluorocromo livre através de
purificagdo em coluna de cromatografia
equilibrada com Sephadex G-25 (Pharmacia
Biotech, SP, Brasil). O conjugado foi
aliquotado, adicionado um crioprotetor
(glicerol) na proporgéo 1/10 e estocado a -
20°C.

3.2.10 Titulagdo do conjugado IgG anti-
VCC ITFC

Para determinagdo do titulo do conjugado
foi necessaria uma padronizacdo para
obtencédo de laminas para controle positivo
e negativo. O conjugado foi testado nas
diluigbes 1/20, 1/40, 1/50, 1/60, 1/70, 1/80,
1/160, 1/320 e 1/640. O virus da cinomose
canina Lederle (2 x 105,5TCID/mL) foi
cultivado em célula Vero, considerando-se o
ciclo de replicagcdo em cultivo celular de 14
a 30 horas, segundo Lamb e Parks (2006).
Procedeu-se a titulagdo seguindo o
protocolo de imunfluorescéncia (topico E).

a) Padronizagdo de controles com cultivo
sob laminulas em placa de 24 pogos

o Preparo da monocamada e cultivo
viral

As laminulas 11x22 mm (Thomas, Red
lobel-USA) foram cortadas ao meio,
previamente imersas em alcool 70% e
autoclavadas, em seguidas colocadas na
superficie de trés placas de 24 pogos.
Adicionou-se a suspensao celular de Vero
na concentracdo de 50.000 cel/cm? (95.000
cel/poco em 300 ul) e meio (MEM, Sigma
Aldrich  Co., St. Louis, MO, U.S.A)
suplementado com 5% de SFB, 0,5% de
anfotericina B e 1% penicilina-
estreptomicina. Ap6s 24 horas as
monocamadas foram lavadas duas vezes
com PBS (NaCl 0,015M, PO4 0,01M, pH
7.4), e adicionado 200 L do virus diluido
1:3 (M.O.l = 4,42) em MEM sem soro fetal
bovino e com 0,5% anfotericina B e 1%
penicilina-estreptomicina. Metade da placa
foi de controles positivos e a outra de



negativos, distribuiu-se 200uL se suspenséo
viral e MEM (com antibiético),
respectivamente. Apds uma hora de
adsorcao em estufa com 5% de CO: a 37°C,
sendo homogeneizado a cada 15 min, o
inoculo foi retirado e acrescentou-se 2 mL
de MEM com 3% de SFB, depois a placa foi
cultivada em estufa sob 5% de CO:a 37°C.
As placas foram fixadas (50% acetona e
50% de metanol) com 18, 24 e 30 horas
lavadas com PBS (NaCl 0,015M, PO,
0,01M, pH 7.4), secadas e congeladas a -
20°C.

. Imunofluorescéncia direta (IFD) para
titulacado de conjugado

As placas foram descongeladas e secas em
estufa a 37° por 5 minutos e procedeu-se a
IFD com as laminulas dentro destas. O
conjugado foi diluido (30pL) com 0,002% de
azul Evans em PBS (NaCl 0,015M, PO4
0,01M, pH 7.4) e distribuido sobre a
laminula dos respectivos pogos e
homogeneizado. Cada diluigao foi realizada
em duplicata. As placas foram incubadas
em camera Umida a 37°C por 45 min.,
depois imersas com PBS (NaCl 0,015M,
PO, 0,01M, pH 7.4) por 10 min. Cada pogo
foi lavado duas vezes com agua ultra pura
por 1 min. e secas em estufa a 37°C por 10
min. As laminulas, positiva e negativa,
foram retiradas dos pogos, com auxilio de
uma agulha e pinca, depois depositadas na
lamina com glicerina tamponada, uma
laminula 11 x 22 mm foi colocada sobre
estas.

b) Padronizacdo de controles em
citocentrifuga

O VCC foi inoculado (M.O. | de 1,68) em
célula Vero na concentragao de 50.000 cel./
cm? (12,5 x105 células em 1 mL) em
garrafas de 25 cm? e cultivado por 18 horas,
paralelamente com um controle negativo. As
garrafas foram tripsinizadas e uma aliquota
(25 pL de suspensao: 225 de azul de tripan
0,083%) foi retirada para determinar
concentracdo celular em camera de
Neubauer (10,25 x 105 cels/mL). Em
microtubos separados, estabeleceram-se
concentragbes  celulares de  80.000,

100.000, 150.000 e 200.000 células por mL,
usando MEM como diluente. Volumes de
50, 100, 150 e 200uL de cada concentracao
foram distribuidos nos suportes das laminas
da citocentrifuga (Citospin 248, Fanen) e
centrifugados a 1000 RPM 50 seg. Depois
de secas, foram fixadas em acetona 30 min
a -20° C e armazenadas a -20°C. Cada
Lamina foi corada pela coloracdo rapida
pandtico (Laborclin) para avaliar a
concentracao e distribuicao celular.

c) Padronizacdo de controles com cultivo
sob lamina em placas de Petri

Cinco laminas de vidro, previamente
imersas em alcool e autoclavadas, foram
distribuidas em placas de petri de
polipropileno estéreis (diametro: 14 cm,
area: 153,86cm2), uma placa para cada
controle. Uma concentragdo de 50.000
células/cm®  (76,93x 105 células) foi
distribuida sobre as laminas para um
volume final de 20 mL de meio (MEM,
Sigma) suplementado com 5% de SFB,
0,5% de anfotericina B e 1% penicilina-
estreptomicina e mantidas até 24 horas em
estufa 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente,
a monocamada foi lavada duas vezes com
PBS (NaCl 0,015M, PO4 0,01M, pH 7.4),
seguindo-se da adsorcdo do VCC (0,82
M.O.I) diluido 1:4 (4 a 5 mL/ placa) por uma
hora, sendo homogeneizado a cada 15 min.
O inoculo foi retirado e acrescentou-se 20
mL de MEM com 3% de SFB e incubado em
estufa a 5% de CO, a 37°C. Apo6s 18 a 20
horas, o meio foi retirado e a monocamada
foi lavada com PBS (NaCl 0,015M, PO,
0,01M, pH 7.4). As laminas foram secas no
fluxo laminar e fixado em acetona por 30
min a -20°C.

d) Padronizacdo de
sedimentagéo celular

controles  por

O virus com multiplicidade de infeccédo de
1,68 foi cultivado em célula Vero na
concentracdo de 50.000 cel./cm2 (12,5 x105
células em 1 mL) em garrafas de 25 cmz? por
18 a 20 horas, paralelamente com um
controle negativo. As monocamadas foram
manipuladas por duas técnicas:
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Técnica 1: as monocamadas foram
tripsinizadas com 2 mL de STV e uma
aliquota (25 pL de suspensdo: 225 de azul
de tripan 0,03%) foi retirada para determinar
concentragdo celular em cémera de
Neubauer (1,25 x105 seu/mL). A suspensao
foi centrifugada a 2000 RPM por 10 min, o
sobrenadante descartado e lavado duas
vezes com 1 mL de PBS (NaCl 0,015M,
PO4 0,01M, pH 7.4). O centrifugado foi
ressuspendido em 500ul de PBS (NaCl
0,015M, PO4 0,01M, pH 7.4) e 500uL MEM
sem SFB.

Técnica 2: a monocamada foi tripsinizada
com 1 mL STV e adicionado 1 mL de meio
com 1,5% de SFB, efetuada a contagem
celular e estabelecido uma concentracao de
150.000/mL.

A suspensao celular das técnicas 1 e 2 foi
distribuida em laminas de
imunofluorescéncia (laminas marcadas com
doze pogos) e de vidro comum (laminas néo
marcadas). As laminas para uso na titulagao
do conjugado foram  confeccionadas
separadamente em laminas de
imunofluoreséncia com 20 uL de suspensao
celular infectada (positiva) e néo infectada
(negativa) (Anexo 4 - Imagem 8 e 9).

Nas laminas referentes aos controles de
reacdo (positiva e negativa) foram
distribuidos 20 pL de suspensado celular,
horizontalmente, nos pogos superiores das
laminas controle negativo e inferior o
positivo. Nas laminas de vidro comum
também foram utilizadas pra confeccao de
controles, adicionando 20 a 40 pL em
duplicatas nas laminas. Em seguidas as
laminas foram mantidas em camera Umida a
37°C com 5% de CO, por 1 he 30 min.,, 4 e
21 horas. Decorrido o tempo o meio foi
aspirado, o sedimento imediatamente seco
e as laminas foram fixadas em acetona por
30 min., -20°C e armazenadas a —20°C.
Cada lamina foi corada com May Grunwald-
Gimsa para averiguar a celularidade.

e) Imunofluorescéncia direta para titulagcao
de conjugado

As laminas foram descongeladas, secas e
delimitadas com uma tampa de agulha de
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seringa e esmalte (10 pocos para laminas
de placa de Petri e dois pogos para de
sedimentagao). Duplicatas de 15 uL do
conjugado diluido em PBS (NaCl 0,015M,
PO, 0,01M, pH 7.4) contendo 0,002% de
azul de Evans foram distribuidas nos
respectivos pogos (controle negativo e
positivo). Posteriormente, foram incubadas
a 37°C por 45 min em camara Umida, e
lavadas por imersdo em PBS (NaCl 0,015M,
PO4 0,01M, pH 7.4) por 10 min e duas
vezes com agua por 1 min. Apdés secagem
em estufa 37°C por 5 min as laminas foram
montadas com glicerina tamponada (pH
entre 8,0 a 8,5) e laminula. A leitura foi
realizada em microscépio Olympus com
sistema de epiluminacdo em aumento de
400x e 1000x. O titulo foi estabelecido como
inverso da maior diluigdo do conjugado que
diferenciou o positivo do negativo.

3.2.11 Imunofluorescéncia direta (IFD)
a) Técnica

As laminas de impressao genital, zaragatoa
nasal e ocular foram descongeladas, secas
a temperatura ambiente e demarcada com
circulos (3 a 5 unidades) de dois cm de
didmetro sobre toda a lamina, e coradas
com 60uL conjugado diluido 1:40 em PBS
(NaCl 0,015M, PO4 0,01M, pH 7.4)
contendo 0,002% do corante azul de Evans,
previamente centrifugado a 9300 x g por 1
min. Posteriormente, foram incubadas a
37°C por 45 min, em camara Umida, e
lavadas por imersdo em PBS (NaCl 0,015M,
PO4 0,01M, pH 7.4) por 10 min e duas
vezes com agua por 1 min. Apés secagem
em estufa as laminas foram montadas com
glicerina tamponada (pH entre 8,0 a 8,5) e
laminula, depois examinadas e fotografadas
em microscépio Optico binocular com
sistema de epiluminagéo para
imunofluorescéncia (microscopio Olympus,
modelo BH2).

b) Critérios para leitura das laminas de IFD

Para leituras das laminas estabeleceu-se
um ndamero minimo de 40 células por
ldmina, considerando no minimo duas
células positivas (5%) e duas laminas de



cada espécime. A determinacdo de
resultados positivos e negativos foi baseada
em critérios estabelecidos (quadro 1) e
considerando como sinal de ‘fluorescéncia’
a coloracdo amarela esverdeada brilhante.
Em cada l&mina determinou-se a
qguantidade de células positivas e identificou
a concentracdo celular. Em cada reacao foi
colocado um controle positivo e negativo,
para determinar a viabilidade do conjugado.

2.3.12 Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o teste
de qui-quadrado de McNemar para verificar
a independéncia entre dois espécimes, o
teste Q de Cochran para avaliar a
independéncia entre os trés espécimes, o
coeficiente Kappa para determinar a
intensidade da concordancia e o célculo dos
valores de especificidade e sensibilidade
diagnéstica relativa (MacKinnon, 2000; Sim
e Whight, 2005).

Quadro 1. Caracteristicas de resultados positivos e negativos de IFD de cinomose canina

Negativa

Positiva

Células avermelhadas
Células de cor verde discreta (opaco)

Grumos de células com aparente
fluorescéncia (discreta)

Células fantasmas amareladas discretas
(células irregulares ndo delimitadas pela
membrana citoplasmatica).

Precipitado de corantes mimetizando células
(geralmente séo brilhantes e mudam de foco
ao movimentar o micrometro).

Auséncia de fluorescéncia

Fluorescéncia intranuclear
Fluorescéncia intracitoplasmatica

Gréanulos fluorescentes no citoplasma

Corpo oval fluorescente intranuclear

Membrana citoplasmatica evidente com
fluorescéncia

Corpos (massas) fluorescentes multiplos e
esverdeados brilhante no citoplasma.
Fluorescéncia granular
Célula fluorescente brilhante

Grumos de células fluorescentes brilhantes

Fonte: Adaptado de Liu e Coffin (1957).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Sinais clinicos

Os sinais clinicos de cinomose
apresentados pelos 32 animais estao
apresentados no Anexo 1. Estes foram
classificados segundo Coffin e Liu (1957)
em sinais sistémicos, sistémicos e
neurolégicos e neurolégicos. O quadro
sistémico (56,3%) foi o mais freqliente entre
os animas testados; seguido do neurologico
e sistémico concomitantemente (40,6%); e
neurolégico (3,1%). Os animais,
provavelmente, estavam na fase aguda da
infeccdo onde os sinais sistémicos sdo mais
sobressalentes, como observados por
Greene e Appel (2006); Appel et al. (1982);
Schobesberger et al, (2005). Esta fase
aguda dura de trés a seis semanas
(KroKowka et al., 1980). Os sinais
sistémicos aparentam ter maior relevancia
na obtencdo dos resultados positivos de
CC, mesmo em outras técnicas
diagnésticas, como observado por Gebara
et al. (2004a) que obteve maior positividade
(51,2%) em cées com este quadro clinico.

Os sinais clinicos sistémicos apresentados
foram hipertermia; sinais respiratérios
(broncopneumonia tosse, dispnéia, estertor
pulmonar, secrecdo nasal e descarga
nasal); ocular (secrecdo ocular, conjuntivite
alopecia periorbital); gastrintestinais (vémito,
diarréia e inapeténcia) e cutaneos (alopecia,
hiperqueratose, puUstula e papula). Estes
sintomas sdo resultados da localizagdo do
virus no decorrer da infeccdo e sao
exacerbados pela infecgdo bacteriana
(Greene e Appel, 2006). Em alguns animais
evidenciou-se a atuacdo de infecches
secundérias, tais como, descarga nasal
mucopurulenta, broncopneumonia, pustulas,
papula, vémito e tosse. Um dos animais
avaliados apresentou hipoplasia dentaria, e
segundo Appel e Summers (1999) e Greene
e Appel (2006), este sinal é uma
caracteristica tipica de infecgbes por VCC,
mas 0 aparecimento desta lesdo ndo é
obrigatério em todos os animais infectados.
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Quatorze animais avaliados apresentaram
sinais neurolégicos, sendo que o sinal mais
frequente foi a mioclonia (6 casos), seguido
de incoordenacdo motora (5 casos),
paralisia de membros (4 casos), convulsao
(3 casos), ataxia, inclinacdo e tremores de
cabeca (2 casos) e andar em circulo, visto
em um unico animal. Os sinais nervosos
podem ser unicos ou estarem
acompanhados de outros sinais, sendo que
0 aparecimento de manifestagdes nervosas
leva a um quadro mais severo da doenca
com um progndstico mais reservado. Estes
achados em animais naturalmente
infectados foram encontrados por diversos
autores (Amude et al, 2007; Saito et al.,
2006; Gebara et al., 2004a; Koutinas et al.,
2002). A mioclonia segundo Koutinas e
coladores (2002), é considerada um achado
relevante na cinomose canina, mas pode
ser encontrada em outras desordens do
SNC. Alguns autores encontraram elevada
associagdo de mioclonia com CC, podendo
ser utilizado para o diagnéstico presuntivo
desta infeccao (Saito et al., 2006; Koutinas
et al, 2002).

As manifestagbes neurolégicas, segundo
Greene e Appel (2006), podem coincidir
com a infecgdo sistémica, o que foi visto em
treze dos quatorze animais avaliados,
indicando que estes animais provavelmente
estavam na fase aguda da doencga, ou
podem aparecer de uma a trés semanas
apds os sinais sistémicos ou ainda meses
ou anos depois da infeccdo primaria,
desenvolvendo uma meningo-encefalite
cronica (Rima et al, 1987). Os sinais
nervosos, provavelmente, foram
consequentes de uma encefalite aguda,
uma vez que foram mais frequentemente
observados em associacdo aos sinais
clinicos sistémicos (Gebara et al., 2004b).

A duracédo da doenca e o curso dos sinais
nervosos dependem da amostra viral, pois
algumas sdo mais neurotropicas. As
amostras  neurovirulentas  sdo  mais
eficientes em mediar a infeccdo em
neurbnios, pois a proteina viral H
(hemaglutinina) tem maior afinidade para os
receptores das células nervosas (Bonami et
al., 2007). Dentre as amostras neurotrépicas



incluem as estirpes de VCC virulentas
A75/17 e Snyder Hill e a vacinal Rokborn,
que apesar de atenuada em cultivo celular,
tem uma residual viruléncia e pode causar
uma encefalite poés-vacinal (Stettle et al.,
1997).

Adicionalmente, o surgimento destes sinais
depende da resposta imunoldgica, onde
animais com titulos de anticorpos baixos
podem desenvolver o quadro neurol6gico da
doenga, de uma forma repentina (Ho e
Babiuk 1979a, Ho e Babiuk 1979b). Na
auséncia de uma resposta imune o virus
infecta o sistema nervoso, podendo persistir
nas células epiteliais e nervosas,
consequentemente  desenvolvendo uma
encefalite tardia e hiperqueratose dos
coxins plantares (Appel, 1969; KroKowka et
al., 1980; Rudd et al., 2006).

4.2 Imunofluorescéncia direta para
titulagéo de conjugado IgG anti-VCC ITFC

4.2.1 Dosagem protéica e titulacdo do soro
hiperimune, 1gG anti-VCC, antigeno VCC.

Os titulo obtidos na imundifusdo (IDGA) em
gel de agar do soro hiperimune, IgG anti-
VCC e antigeno-VCC foram 4, 8 e 16,
respectivamente. Pela soroneutralizagdo
obteve-se titulos maiores que 2.560 no soro
hiperimune e de 20.480 (DE50) na IgG anti-
VCC.

A concentragdo de proteina do conjugado
anti-VCC foi 2.875,8ug/mL e do antigeno
VCC de 39.915,10pg/mL.

4.2.2 Padronizagdo do método de obtencao
de laminas controles para IFD e titulagéo de
conjugado IgG anti-VCC ITFC

O tempo ideal para cultivo do virus
utilizando as multiplicidades de infeccdo de
0,82; 1,68 e 4,42 foram de 18 horas, pois
com 24 e 30 horas as células ja estdao com
efeito citopético (ECP), tais como, lise
celular evidenciada pelas células no
sobrenadante e excesso de cromdgeno
extracelular visualizado na IFD. De acordo

com Lan et al. (2006) com 24 horas de
cultivo viral observa-se 50% de ECP, e
aumenta progressivamente. O periodo apés
24 horas coincide com o processo de
brotamento do virus através da membrana
hospedeira e posterior degeneracao celular
nas 72 horas seguintes (Cornwell et al.,
1971), com a presenga de cariopicnose ou
cariorrexia nuclear e apoptose celular
(Yamaguchi et al, 2005).

As laminas preparadas a partir da
suspensao celular com concentracdo de
150.000 células e volume de 200ul
apresentaram 6tima  distribuicao e
concentracdo celular, com poucos grumos
celulares e delimitacdo do ndcleo e
citoplasma (Anexo 4 - Figura 7). Evanset al.
(1991) também usaram esta concentragdo
para confecgdo de lAminas com volume de
400ul, porém em lamina para cultivo celular
contendo oito pogos. Tessler (1984), ao
utilizar um sistema de cultivo idéntico (Lab-
Tek, Napaerville, lllinois) obteve bons
resultados para titulacdo de conjugado,
porém este método é mais oneroso.

A melhor técnica de confeccdo de laminas
para controles foi a de sedimentagéo celular
de 4 horas, pois as células estavam
aderidas, visiveis e bem distribuidas (Anexo
4 - Figuras 8, 9 e 10). Em segundo plano o
cultivo em placa de Petri, entretanto a
contaminagé&o da cultura celular nesta ultima
foi um acontecimento freqlente (Anexo 4 -
Figuras 11 e 12).

O cultivo sob laminula em placas de 24
pogos permitiu a triagem do conjugado em
diversas diluicées (1/20, 1/40, 1/80, 1/160,
1/320 e 1/640), sendo obtidos resultados
positivos até a diluicao 1/80, assim, as
diluicbes 1/160 a 1/640 foram retiradas da
titulacdo do conjugado.

As laminas com cultivo em placa de Petri,
citocentrifugagcdo e sedimentagdo foram
utilizadas para fazer a titulagdo do
conjugado, simultaneamente. As diluicoes
avaliadas foram 1/20, 1/40, 1/50, 1/60. 1/70
e 1/80. As laminas confeccionadas por
sedimentagdo durante 4 horas ofereceram
melhores resultados e demonstraram ter
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melhor aplicabilidade para titulagdo de
conjugado com a técnica de
imunofluorescéncia direta. Estas
expressaram uma  fluorescéncia de
intensidade gradativa da primeira a Ultima
diluicdo (Anexo 5 — Figuras 13 a 18). As
laminas de placa de Petri e citocentrifuga
ndo apresentaram reac¢do nas diluigbes de
1/70 e 1/80.

A diluicdo de 1/40 apresentou melhor
balanco de fluorescéncia nas laminas entre
os controles, e a intensidade da reacgéo foi
muito aproximada da diluicdo 1/50, podendo
ser utilizadas na técnica de IFD (Anexo 5 —
Figuras 14, 15). O titulo 40 foi o selecionado
para ser usado com as laminas de amostras
clinicas, pois algumas laminas continham
poucas células e maior intensidade de
fluorescéncia estabelecendo um melhor
ponto de corte. Esta mesma situagao
também foi encontrada por Gittzus e Rubin
(1977), que selecionaram a menor diluicao
de conjugado. Appel (1966) obteve alta
especificidade de fluorescéncia com a
diluicdo do conjugado de 1/40.

Os controles negativos das respectivas
diluicbes das laminas de citocentrifugacao e
de sedimentagdo ndo apresentaram reagao
de fluorescéncia. Entretanto, duas diluicdes
dos controles negativos das laminas da
placa petri demonstraram uma reagao
inespecifica, as quais demonstraram uma
discreta fluorescéncia.

A inespecificidade, segundo Goldsteinet al.
(1961), esta  relacionada com a
concentracdo e o0 grau de pureza do
isoticionato de fluoresceina, e ainda a
presenga de outros componentes, como a
proteinas do soro no conjugado (Gittzus e
Rubin, 1977), principalmente, oriundas do
meio de culturas celulares (Mochizuki,
2005). Os restos de citoesqueleto celular
contido no antigeno nao purificado de VCC
que foi utilizado para produgdo do soro
hiperimune, provavelmente, podem ter
produzido anticorpo anti-citoesqueleto e
contribuido  para inespecificidade do
conjugado. Um tratamento prévio do
conjugado, antes de aferir o titulo, com
células VERO néo infectada reduziria este
problema. Para minimizar o background por
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excesso de corante, realizou-se uma
centrifugacdo no conjugado antes de sua
utilizacao.

Um pré-tratamento das laminas com um
soro homdélogo reduziria a inespecificidade
(Goldstein et al, 1961; Liu e Coffin,1957,
Cello et al.,1959). Adicionalmente, avaliar a
reacao do conjugado com laminas contendo
tecidos de animais (Liu e Coffin, 1957;
Fairchild et al, 1967, Motohashi et al., 1969),
esfregacos sanguineos (Cello et al.,1959) e
culturas de células (Blixenkrone-Moller et
al., 1993) infectadas e ndo infectadas ¢é
importante para determinar a especificidade.

4.3 Técnica de imunofluorescéncia
direta e diagnostico da cinomose canina

4.3.1 Leituras das laminas de IFD

As laminas de IFD apresentaram
concentracdo celular entre 10 e 250 células,
sendo que as laminas de genital
apresentaram a maior concentragao celular
(média de 121 células por lamina), enquanto
as laminas de amostra conjuntival
apresentaram a menor densidade (média de
37 células por lamina). Nas laminas
positivas foram observadas de uma a
quinze células com fluorescéncia. As
caracteristicas mais  freqlentes de
positividades foram células fluorescentes
brilhantes individuais e em grumo,
membrana citoplasmatica com evidente
fluorescéncia intracitoplasmatica e
intranuclear. E de negatividade foram
células avermelhadas, células em cor verde
discreta, grumos celulares com aparente
fluorescéncia, auséncia de fluorescéncia e
precipitado de corante mimetizando células
(Anexo 3 — Figuras 1 a 6).

A técnica de leitura das laminas coincidiu
com a estabelecida por Fairchild et al.
(1971), entretanto, quando as laminas
apresentavam numero de células inferiores
a 40 considerou-se o total de células de
ambas as duplicatas do espécime. O
somatério das células foi estabelecido
porque algumas laminas, principalmente, de
esfregaco conjuntival, apresentavam menor
densidade celular, este achado foi relatado
pelos mesmos autores.



4.3.2 Comparagdo entre IFD e Sinais
Clinicos Compativeis com Cinomose Canina

Dos 32 animais com sinais clinicos
compativeis com a cinomose canina, 30
foram positivos e dois apresentaram-se
negativos na IFD. Todos os animais sem
sinais clinicos compativeis com cinomose
foram negativos na IFD (quadro 2).

O indice de kappa de concordancia entre
sinais clinicos e a IFD foi alto, como
observada pela concordancia quase perfeita
no valor de Kappa (0,85). A sensibilidade e
especificidade diagnostica relativa aos
sinais clinicos foram de 93,75 e 100%,
respectivamente.

Enquanto neste trabalho encontrou-se forte
associagdo com sinais clinicos e resultados

positivos de IFD, outros autores como
Fairchild et al. (1971) observaram uma
relagio moderada, o que pode estar
relacionado ao tratamento dos animais que
poderia ter mascarado os sinais clinicos ou
a falta de observagdo, o que levaria ao nao
registro de apresentacéo de sinais.

Uma forte apresentagéo entre sinais clinicos
e positividade detectada pelas técnicas de
reacdo em cadeia da polimerase e a
histopatologia encontrados por autores
como Gebara et al. (2004a), Negréo et al.
(2007) e Koutinas et al. (2002), reforca os
achados desse trabalho em que os sinais
clinicos estdao fortemente associados aos
resultados positivos pela IFD.
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Quadro 2. Resultados do teste de imunofluorescéncia direta de animais com e sem sinais de
cinomose canina

N° Animal Imunofluorescéncia direta
Genital S.ocular S. nasal
Com Sinais clinicos
1 linglica pos ndo tem ndo tem
2 Johnny pos pos pos
3 pingo pos pos pos
4 sansao neg pos neg
5 dulce maria pos neg neg
6 flesh pos neg neg
7 céo 1 pos neg pos
8 magrela pos neg neg
9 costelinha pos neg pos
10 nina pos neg pos
11 sophia pos pos pos
12 lobéo pos neg neg
13 kith pos pos pos
14 nina (sf) pos pos pos
15 flor pos neg neg
16 jimy pos neg pos
17 luly pos pos pos
18 teka pos neg pos
19 rotty neg Neg neg
20 titica pos Neg neg
21 freedon neg Neg pos
22 fidel pos Pos pos
23 preta gil pos Pos pos
24 hill pos Pos pos
25 grall pos Pos pos
26 harpia neg Neg neg
27 gavia pos Neg pos
28 aslan pos Pos pos
29 faria pos Pos pos
30 srd pos Pos pos
31 cocker pos Pos pos
32 teka hovet pos Pos neg
Sem sinais clinicos
33 pity jr neg Neg neg
34 xereta neg Neg neg
35 zulu neg Neg neg
36 urcos neg Neg neg
37 francesca neg Neg neg
38 isis neg Neg neg
39 tess neg Neg neg
40 pepita neg Neg neg
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Os animais com suspeitas clinicas de CC
foram divididos em quatro grupos de acordo
com o histérico de vacinagdo: 1. Sem
informacao de vacinacédo, 13 (40,6) animais;
2. Nao vacinados, trés animais (9,4%); 3.
Animais com um més de vacinagdo, nove
(28,1%); 4. Animais com 2 meses a 1 ano
de vacinagdo, quatro (15,6%). Os animais
sem suspeitas clinicas de CC foram
vacinados ha um ano atras. Os resultados
falsos positivos podem ocorrer apenas no
grupo de animais com um més de
vacinagdo. Os animais ndo vacinados, 0s
animais vacinados com 2 meses a um ano e
com mais de um ano antes da coleta,
provavelmente ndo teve interferéncia de
virus vacinal no resultado da IFD. Isso
porque foi demonstrado por Jozwik e
Frymus (2005) que animais vacinados com
vacina atenuada até seis semanas antes da
coleta os testes podem dar falsos positivos,

em decorréncia da deteccdo do virus
vacinal.

Em relagdo ao espécime utilizado
(impressao genital, nasal ou esfregaco
conjuntival, tabela 1 e 2) observou-se por
meio do teste Q de Cochran (valor Q igual a
534) que a possibilidade de acerto é
diferente para todas as amostras, ou seja,
os resultados positivos e negativos dos
espécimes de nasal, ocular e genital ndo
coincidem. Na tabela 2 estdo sumariados os
valores de McNemar. Em relacdo as
amostras clinicas, a andlise estatistica
demonstra que ha diferencas entre
positividade emm relagdo aos espécimes
analisados, onde a impressdo de genital
apresentou 87,5%, a impressdao nasal
67,7% e o esfregaco conjuntival 51,6% de
positivos, indicando que o material genital
foi o que obteve os melhores resultados e o
conjuntival o pior.

Tabela 1. Associacao do quadro clinico e resultado das amostras em IFD

Genital Ocular Nasal
+ - + - + -
Sistémico 15 3 8 10 12 6
Neurol6gico 1 0 0 1 0 1
Neuroldgicos/Sistémico 11 1 8 4 9 3

Tabela 2. Valores de teste de McNemar (Z) dos substratos estudados.

z* P - valor Significante Conclusao
Genital x Nasal 3,13 0,077 Nao Iguais
Genital x Conjuntival 7,69 0,005 Sim Diferentes
Nasal x Conjuntival 1,78 0, 182 Nao Iguais

*para a=0,05egl=1,Z2=3,84

A concordéancia de resultado positivo entre
sinais e os espécimes no teste de IFD dos
animais com sinais clinicos variaram de 50
a 87,5%, enquanto que a concordancia de
negativos foi igual para todos (100%). As
laminas de impressao genital mostraram-se
uma elevada concordancia (Kappa=0,73)
(Tabela 3).

Uma maior positividade em impressdes de
genitais utilizando a IFD também foi
observada por Fairchild et al. (1971).

Segundo Fairchild et al. (1967) a deteccao
de células infectadas pelo virus de
cinomose esta relacionada com a rota de
infeccao, que identificaram
experimentalmente células positivas através
de IFD no epitélio genital e conjuntival no 5°
dia quando a via foi intracranial ou
intravenosa e no 7° a 10° dia pela via
oronasal. De acordo com estes mesmos
autores, o virus pode desaparecer dos
tecidos epiteliais trés semanas depois da
infeccdo, mas pode ser encontrado no



21°dia Pl em célula genital de caes com
sintomas nervosos; justificando assim a

maior freqiéncia de deteccao neste tecido.

Tabela 3. Concordancia de resultados positivos e negativos entre sinais e os espécimes de
genital (n=40), nasal (n=39) e ocular (n=39) dos animais com sinais clinicos no teste de
imunofluorescéncia direta, resultado do indice de Kappa.

SINAIS
IFD Concordéncia Kappa
Positivo Negativo
Genital 28 (87,5%) 8 (100%) 0,73
Ocular 16 (50%) 8 (100%) 0,30
Nasal 21 (65,6%) 8 (100%) 0,46

Negréo et al. (2007), avaliando amostras de
caes com sinais compativeis de cinomose,
demonstraram que a urina € o melhor
substrato para a pesquisa do virus, o que de
certa forma, corrobora com os dados vistos
nesse trabalho, onde o esfregaco genital foi
a amostra clinica que teve mais positividade
para o virus da cinomose na IFD. Mas,
estes achados diferiram dos encontrados
por Megid et al. (2000), que em 61 animais
clinicamente suspeitos com cinomose e
avaliados pela técnica de
imunofluorescéncia direta, obtiveram maior
positividade em conjuntiva ocular (20%),
ocular e sangues (20%), seguidos pela
positividade em conjuntiva ocular, genital e
sangue associados (18%). Liu e Coffin
(1957); Motohashi et al. (1969), também
encontraram positividade mais
satisfatoriamente em esfregaco  de
conjuntiva, principalmente, no nono dia pés-
infeccdo experimental. Entretanto, Liu e
Coffin (1957) observaram que os esfregagos
conjuntivais tenderam a serem positivos
intermitentes.

As amostras de impressdo genital podem
ser melhores para o diagnéstico da
cinomose canina independente do quadro
de sinais clinicos, mas os animais com
quadro  sistémico apresentardo  maior
possibilidade de ser positivos na IFD.
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5. CONCLUSOES

. Impressdo de laminas do epitélio
genital apresentou ser o espécime de
escolha para o diagnostico de cinomose
canina em caes com sinais clinicos de
cinomose canina por imunofluorescécia
direta.

. Os resultados de diagndstico
positivos para a cinomose canina pela
técnica de IFD foram mais eficientes
durante o quadro sistémico da cinomose
canina.
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ANEXOS

Anexo 1. Relacdo de cdes com e sem sinais clinicos de cinomose, idade, sexo, sinais, quadro clinico e vacinac¢ao.
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ldade  Sexo Raca Sinais Quadro clinico Vacinacao/
Periodo
1 7m M SRD S. ocular, hiperqueratos (coxins e nasal), hipertermia, mioclonia Sistémico/Nervoso S.l.
(6bito)
2 10a M Cocker Spaniel S. ocular e nasal, hiperqueratose (coxins), hipertermia, apatia, Sistémico S.l.
estertor pulmonar.
3 7a M SRD Conjuntivite, estertor pulmonar, tosse seca, hiperqueratose coxins,  Sistémico/Nervoso S.l.
convulsao, ataxia, mioclonia, tremorer de cabega, leucopenia
4 4m M Rottweiler Voémito, diarréia, hipertermia, pancitopenia Sistémico Sim/ 1 més
5 5m F SRD Voémito, diarréia, s. nasal (mucopurulenta) e ocular, tosse, Sistémico S.l.
conjuntivite, estertores pulmonar.
6 - F Poodle Convulsao Nervoso S.l.
7 - M SRD Conjuntivite, s. ocular Sistémico S.l.
8 9m F SRD Secrecao nasal, hipoplasia dentaria Sistémico S.l.
9 9m M SRD S. nasal e ocular, tosse, Broncopneumonia, conjuntivite, Sistémico S.l.
hiperqueratose periocular
10 - F SRD Broncopneumonia, secreg¢éao nasal e ocular, pustula, Sistémico/ Nevorso S.
hiperqueratose coxins, conjuntivite, tetraplegia, mioclonia
11 8a F Daschound Secregao ocular, rinotraqueite, incoordenagdo motora, inapeténcia  Sistémico/Nervoso S.
12 5m M SRD Diarréia, secrecao ocular, conjuntivite, papula, hiperqueratose Sistémico Nao
(coxins, auricular, periocular), alopecia, enfraquecimento,
leucocitose.
13 2m F B. Hound Diarréia, convulsao, anemia Sistémico/Nervoso nao
14 2m F Lhasa-Apso Diarréia, vomito, S. ocular, incoordenagdo motora, vocalizagao, Sistémico/Nervoso nao
excitagdo, anemia.
15 F SRD Secregao nasal e ocular Sistémico Sim/3 meses
16 3a M Yorkshire S. ocular, esparmos, mioclonia, incoordenacao, propcepgdo MAE  Sistémico/Nervoso Sim 1 ano
17 25a F SRD S. ocular, conjuntivite, incoordenacéo, inclinagéo de cabeca. Sistémico/Nervoso Sim 2 anos
18 15a F SRD Vomito, hipertermia, dispnéia, conjuntivite, espirros. Sistémico S.
19 7a M Rottweiler Descarga nasal, tosse, broncopneumonia, conjuntivite, Sistémico/Nervoso Sim/5 meses
hiperqueratose coxins, tetraplegia, ataxia, hipotermia. (Obito)
20 6m F Basset Hound Seborréia, alopecia periocular e ventre, cegueira unilateral, Sistémico/Nervoso Sim/1 més
inclinagéao de cabega, trombocitopenia, leucocitose, Leishmaniose.
continua



continuagcao

ldade  Sexo Raca Sinais Quadro clinico Vacinagao/
Periodo
21 6 m M P. aleméao Fezes pastosas, S. nasal e ocular, conjuntivite, papulas, Sistémico Sim /20 dias
hipertermia
22 6 m M P.aleméao Secrecdo nasal e ocular, conjuntivite, hipertemia Sistémico Sim /20 dias
23 3m F Poodle Secrecies ocular, alopecia periocular Sistémico Sim /20 dias
24 5m M P. aleméao Inapeténcia. (contato com animais doentes) Sistémico Sim/ 1 més
25 4m F P. aleméao Secrecao ocular, inapeténcia, emagrecimento Sistémico Sim/ 1 més
26 4m F P. aleméao Secregao ocular, hipertermia, emagrecimento, inapeténcia. Sistémico Sim 1 més
27 4m F P. aleméao Secregao ocular, pustula, hipertermia, inapeténcia Sistémico Sim /20 dias
28 10m M Pastor alemao Secregao nasal e ocular, acimulo material purulento no nariz, Sistémico Sim/ 5 meses
conjuntivite, hipertermia, emagrecimento.
29 7m M P. aleméao Corrimento nasal, alopecia periocular Sistémico Sim/ 2 meses
30 5m M SRD Secrecao ocular e nasal (mulcopurulentas), conjuntivite, Sistémico/nervoso S.
hiperqueratose, caquético, alopecia, paralisia, tremor cabeca,
incoordenagao, mioclonia
31 - M Cocker Spaniel Secregao ocular, conjuntivite, papula, hiperqueratose (coxins e Sistémico/nervoso S.
focinho), enfraquecimento, tetraplegia, mioclonia
32 2a F SRD Conjuntivite, hiperqueratose coxins, enfraquecimento, paralisia MP,  Sistémico/Nervoso  Sim/ 6 meses
desidratacao, prostragdo, Leishmaniose +

33 2m M SRD ausentes Sim/ 1 ano
34 2m M SRD ausentes Sim/ 1 ano
35 4a M Labrador ausentes Sim/ 1 ano
36 3a M Doberman ausentes Sim/ 1 ano
37 3,8a F Bull terrier ausentes Sim/ 1 ano
38 6a F Dobeman ausentes Sim/ 1 ano
39 5a F Doberman ausentes Sim/ 1 ano
40 5a F Doberman ausentes Sim 1 ano

* a: anos; m: meses; S.l.: sem informagéo.
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Anexo 2. Ficha de avaliacdo clinica

1. IDENTIFICACAO

Nome: Raca: Idade: Sexo: origem:
FC: Prop: tel: n°

2. EXAME CLINICO
2.1 Gastrintestinal vomito () diarréia ( ) outros:
2.2 Respiratorio Secrecdo nasal: mucopurulento ( )  catarral ( ) tosse: seca () produtiva ( )

Descarga nasal ( ) dispnéia ( ) actimulo de material purulento no canto medial do olho
() bronquite ( ) broncopneumonia ( ) outros:

2.3 Oftalmolégicos:  Secregdo lacrimal: serosa ( ) catarral () conjuntivite ( ) outros ( )

2.4 Dermatolédgicos: Lesdes de pele: pustula () papula ( ) hiperqueratose: p. auricular ( ) Coxins ( ) Focinho

O

Alopecia: periocular ( )  outros:

2.5 Sistemas Nervosos:  Ataques convulsivos ( )  enfraquecimento ( ) paralisia dos membros ( ) (A) (P)
Sintomas cerebelares: tremores de cabeca () hipertermia ( )
Sintomas vestibulares: cabeca pendula ( )  ataxia ( ) nistagmo ( )
Contragdes musculares (mioclonia) ( ): (tiques), (espasmos)
mov. de pedalar ( ) andar em circulo ( ) Outros:

2.6 Funcdes vitais: temperatura: FC: FR: sons respiratorios:
2. MATERIAL COLETADO

1. Sangue: Soro ( )
3. Imprint (IFD): Nasal ( )  ocular ( ) prepucial / Vaginal ( )

Tem algum exame realizado?

Ultima Vacinacio:




Anexo 3. Fotografias de IFD de laminas do epitélio nasal, conjuntival e genital de caes

com suspeitas de cinomose canina

Figura 1. Lamina de IFD de células do epitélio vaginal
(400x), apresentando fluorescéncia intracitoplasmatica e
grumos células fluorescentes.

Figura 2. Lamina de IFD de células do epitélio vaginal
(200x), apresentado fluorescéncia intracitoplasmatica e
grumos de células fluorescentes.

-

Figura 3. Lamina de IFD de células do epitélio peniano
(1000x), apresentando fluorescéncia intranuclear.

Figura 4. Lamina do epitélio peniano
apresentado células com citoplasma florescente.

(400x),

Figura 5. Lamina de IFD de células da conjuntiva (1000x),
apresentado fluorescéncia intracitoplasmatica.

Figura 6. Lamina de IFD de células do epitélio nasal
(1000x), apresentando fluorescéncia intracitoplasmatica e
intranuclear, e granulos fluorescentes no citoplasma.
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Anexo 4. Fotografias de laminas de células VERO infectada e nao infectadas com VCC e

corados com May Grunwald-Giemsa.

Figura 7.Lamina preparada pela técnica de
citocentrifugagao (400x) a partir de concentragdo celular
de 150.000 células e 200uL, demonstrando aderéncia e
o6tima distribuicao celular.
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Figura 8. Lamina preparada pela técnica de sedimentagéo
celular por 4 horas (200x) a partir de concentragdo celular
de 150.000 células e 20pL (laminas de IF), demonstrando
monocamada homogenia.
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Figura 9. Lamina confeccionada pela técnica de
sedimentagado celular por 4 horas (400x) a partir de
concentragdo celular de 150.000 células e 20uL (laminas
de IF). Células VERO aderidas, visualizagdo do nucleo e
citoplasma e figura de mitose evidente.

Figura 10. Lamma confeccionada pela técnica de
sedimentacdo celular por 4 horas (400x) a partir de
concentragdo celular de 150.000 células e 40uL (lamina
comum). Células VERO aderidas, visualizagdo do nucleo
e citoplasma.
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Figura 11. Lamina confeccionada pela técnica de cultivo

em placa de Petri (400x). Monocamada de células VERO
e visualizagdo do nucleo e citoplasma.
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Figura 12. Lamina confeccionada pela técnica de cultivo
em placa de Petri (1000x). Células VERO infectada com
VCC apresentando inclusdes eosinofilicas no citoplasma.
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Anexo 5. Fotografias da titulacdao do conjugado IgG anti-VCC IFTC pela técnica de IFD
em laminas de células VERO infectadas com VCC e confeccionas pelo método de
sedimentacéao celular 4 horas. (fotografadas em camara digital Sony DSC).

Figura 13. Lamina de IFD para titulagao de conjugado em
célula VERO (200x). Titulo 20 com expressiva
fluorescéncia.

Figura 14. Ladmina de IFD para titulagdo de conjugado em
célula VERO (400x). Titulo 40 com 6timo balango de
fluorescéncia.

Figura 15. LaAmina de IFD para titulagdo de conjugado em
célula VERO (400x). Titulo 50 com boa fluorescéncia.

Figura 16. Lamina de IFD para titulagdo de conjugado em
célula VERO (400x). Titulo 60 com reduzida fluorescéncia.

Figura 17. LaAmina de IFD para titulagdo de conjugado em
célula VERO (400x). Titulo 70 com discreta fluorescéncia

Figura 18. Ladmina de IFD para titulagdo de conjugado em
célula VERO (400x). Titulo 80 com escassa fluorescéncia
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