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RESUMO

O controle da raiva humana depende do controle da raiva, principalmente, em areas urbanas,
fazendo-se necessario implementar avigilanciaepidemiolégica daraiva canina. Em caes, umadas
enfermidades que resulta em sintomatologia nervosa, como incoordenag¢ao motora, convulsées e
ataxia, éacinomose, aqual pode ser confundidacomaraiva. No periodode 1998a2001 o Laboratério
deRaivadaUNESP/Aracatubaavaliou1.866 amostrasde sistemanervosocentral (SNC) decées, para
diagnostico de raiva. Destas, 248 amostras que apresentaram resultado negativo para raiva e eram
provenientes de animais que apresentaram altera¢des do SNC foram analisadas pela técnica da
imunofluorescéncia direta (IFD) para diagnostico diferencial com cinomose. Resultados positivos
foram observados em 18,9% (47/248) das amostras, sendo que o0s antigenos virais foram detectados
uniformemente em todas as por¢des analisadas do sistema nervoso central (cortex, cerebelo e
hipocampo), ndo tendo sido observada correlagéo estatistica na localizagéo preferencial do virus.
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ABSTRACT

DIFFERENTIAL DIAGNOSIS BETWEEN RABIES AND CANINE DISTEMPER IN CENTRAL
NERVOUSSYSTEM SAMPLESFROM 1998 TO 2001 INARACATUBAREGION, SP,BRAZIL.Human
rabies control could notbe achieved without rabies control in dogs and the dog rabies surveillance
is one of the most important measures for this goal. Some neurological symptoms of canine
distemper are similar to rabies and usually they are sent for examination to rabies laboratories.
A total of 1,866 canine central nervous system fragment received by the Rabies Laboratory of
UNESP/ Aragatuba, SP, from 1998 to 2001, were evaluated for rabies diagnosis, and 248 negative
sampleswere submitted to differential diagnosisfor canine distemper by the fluorescentantibody
test. Positiveresultswere observedin 18.9% (47/248) of the samples and virus antigen was detected
by fluorescent antibodies uniformly in all the central nervous system areas examined (cerebral
cortex, cerebellumand hippocampus), therefore, the evaluation of any fragmentwill be useful for
the diagnosis of canine distemper.

KEY WORDS: Dog rabies, canine distemper disease, diagnosis, fluorescent antibody test.

INTRODUCAO

O cado continua sendo o principal reservatorio do
virus rabico para seres humanos, além da principal
espécie responsavel pelos agravos que resultam em
tratamento para a profilaxia da raiva humana, em
varios os paises (WorLD HEALTH OrRGANIZATION, 2004).
Em areas epidémicas de raiva canina, o diagnéstico
diferencial desta com outras doengas que provocam
sintomas semelhantes apresenta particular importan-
cia quando houver o envolvimento de seres humanos
envolvidos na interagdo com animais suspeitos
(QuEIrOz DASILVAEt al.,1999). Acinomose é umadestas

enfermidades, pois provoca alterac8es neuroldgicas,
expressas por mioclonias, convulsdes, ataxia e
incoordenagdo motora (ArpEL & SUMMERS, 1999).

Na primeira metade do século XX, acinomose foi
umadasdoencas fatais maiscomunsem cdesemtodo
0 mundo. Posteriormente, a partir dos anos 60 e com
0 surgimento de vacinas especificas, este quadro
modificou-se. Atualmente, a mortalidade ainda é
comum em animais ndo vacinados ou naqueles vaci-
nados, em que se observaqualquer problemade falha
vacinal (ArpeL & SuMmMERS, 1999). O agente causal da
doenca é um virus RNA da familia Paramixoviridae,
género Morbillivirus (Greene & AprreL, 1990). Umadas
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caracteristicas destainfec¢do é aformacéo de corpus-
culos de inclusédo eosinofilicos, denominados de
corpusculos de Lentz Beer, 1998), que podem ser
intranucleares ou intracitoplasmaticos e que sédo
encontrados em varios tecidos, além do SNC, como
nas células epiteliais dabexiga e do trato respiratorio
(Sureau et al., 1991). A deteccdo destes corpusculos
pode ser feitapor meio de métodos diretos de diagnés-
tico, como as técnicas de coloragdo por hematoxilina
e eosina (HE) e Sellers e a imunofluorescéncia direta
- IFD (QuEIrRoz DA SiLva et al., 1999) ou de métodos
indiretos,como o ELISA (PoTcIETER & AJIDAGBA, 1989),
aimunofluorescénciaindireta— IFI (SimoN VALENGA et
al., 1987), a inibicdo da imunofluorescéncia indireta
com uso de anticorpos monoclonais (OrRweLL et al.,
1990) eaimunoistoquimica (NieToetal.,1987; ScHmIDT
etal., 1989).

No Brasil, descri¢cdes sobre a ocorréncia de
cinomose na espécie canina Gouvela et al., 1987
HeabpLEY & GRAGA, 2000) e em espécies silvestres sus-
ceptiveis (Reco et al., 1997) utilizaram preferencial-
mente técnicas de diagndstico histopatolégico como
a coloragao por HE.

Odiagnéstico laboratorial daraivatemsido feito
por meio da IFD e da prova biolégica de inoculagédo
em camundongos WorLD HEALTH ORGANIZATION,
1996). A primeira técnica, descrita por DEaNn &
ABELSETH (1996), baseia-se na deteccao, por
anticorpos fluorescentes, de particulas antigénicas
localizadasem diferentes por¢8es do sistema nervo-
so central (SNC) de animais acometidos. Estas par-
ticulasantigénicas aparecem naformade corpuscu-
los, denominados de corpusculos de Negri, localiza-
dos no citoplasma das células ou no exterior das
mesmas, quando estas se romperam.

O objetivo do presente trabalho foi realizar o diag-
nostico diferencial entre a raiva e acinomose canina,
em amostras do SNC de animais suspeitos e encami-
nhadosao Laboratdrio de Diagnosticode Raiva (LDR)
daUNESP/Aracatuba, SP, no periodode 1998a2001.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de sistema nervoso central

Dentre 1866 amostrasde SNC de cdesenviadasao
LDR, foram selecionadas 248 negativas para raiva e
cujasfichasepidemioldgicasdescreviamsintomasde
alteracdes de SNC e/ou outros compativeis com a
cinomose.

Imunofluorescéncia direta

Atécnicade IFD utilizadatanto pararaivagquanto
para cinomose, foi realizada conforme descrito por

QuEIrROz DA SiLvAaetal. (1999). As laminas para IFD de
raiva foram preparadas com impressdes de tecido
nervoso, provenientes do hipocampo e coradas
segundo DeaN & ABELSETH (1996). Para a cinomose,
foram feitas impress@es do hipocampo ou Corno de
Amon (CA), cerebelo (CE) e cortex (CT). Depois de
fixadas em acetona por 30 minutos, foram coradas
com conjugado para cinomose, preparado pelo LDR,
apartirdesoro hiperimune de cao, gentilmente cedido
pelo LaboratérioBIOVETO, diluidoem PBS contendo
0,02% de azul de Evans.

Prova bioldgica

Realizada segundo recomendacdes da Organizacao
Mundial da Saude (Korrowisk, 1996), parao diagnos-
tico da raiva.

Analise estatistica

Foiutilizado o Teste do Qui-Quadrado (ZARr,1992),
por meio do programa estatistico SAS, para verificar
a associacdo entre os resultados positivo e negativo
para cinomose e o tipo de fragmento do SNC exami-
nado.

RESULTADOS

Do total de amostras (1.866) enviadas para o
laboratério para o diagnostico de raiva, no periodo
de 1998 a 2001, 248 (13,3%) eram procedentes de
animais que apresentaram sintomatologia compati-
velcomalteragdesdo SNC. Apenas2amostrasforam
positivas para raiva (0,1%), sendo uma no ano de
1998 e uma, em 2000. Dentre as amostras analisadas
para cinomose, 18,95% (47/248) resultaram positi-
vas (Tabelal). Asamostras positivas paracinomose
pela técnica de IFD apresentaram inclusées
intranucleares ou intracitoplasmaticas de forma
arredondada, enquanto que para a raiva, estas in-
clusdes apresentavam formatos e tamanhos varia-
veis, como mostra a Figura 1. As laminas foram
observadas ao microscopio de fluorescéncia, em
aumento de 400 vezes, e apds a ampliacdo das fotos
estesaumentos corresponderam, respectivamente, a
1.800 (a) e 1.600 vezes (b).

Tabelal-Diagnésticodiferencialentrearaivaeacinomose
canina, no periodo de 1998 a 2001. Aracatuba, 2004.

Resultado Positivo Negativo Total
Ne % Ne %

Raiva 2 0,11 1.864 99,89 1.866

Cinomose 47 18,95 201 81,05 248
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Tabela 2 - Resultado da IFD para cinomose em SNC caes,
segundo o namero e tipo de fragmento analisado.

Tabela 3 - Resultado da IFD para cinomose em caes,
segundo o fragmento do SNC analisado.

N2 e tipo de Amostras  Amostras Total Tipo de fragmentos Amostras Amostras  Total
fragmentos positivas  negativas analisados positivas  negativas
analisados (%) (%) (%) (%)
3(CA,COeCE) 32(18,3) 143 (81,7) 175 Hipocampo ou Corno  33(14,8) 190(85,2) 223
2 (CA/CO; CA/CE de Ammon (CA)

ou CE/CO) 11 (20,0) 44 (80,0) 55 Cerebelo (CE) 29(14,9) 166(85,1) 195
1 (CA, CE ou CO) 4(22,2) 14 (77,8) 18 Cortex (CT) 31(13,2) 204(86,8) 235
TOTAL 47 (18,9) 201 (81,1) 248 TOTAL 47 (18,9) 201 (81,1) 248

CA=Cornode Ammonou Hipocampo; CE=cerebelo; CO
= cortex.
Teste do Qui-Quadrado: p =0,8980.

CA=Cornode Ammonou Hipocampo; CE =cerebelo; CO
= cortex.
Teste do Qui-Quadrado: p =0,8470.

Fig. 1 - Fragmento de SNC de cdo com presenga de inclusdes caracteristicas de raiva (a) e cinomose (b), apos

imunofluorescéncia direta.

A Tabela 2 mostra os resultados das amostras
analisadas, de acordo com o nimero de fragmentos
dosistemanervoso central submetidosa IFD. Obser-
va-se que das 175amostrasdas quaisforam exami-
nados 3 fragmentos diferentes de SNC, 18,3% re-
sultaram positivas. Em 55 amostras foi possivel
analisarapenas?2fragmentos, resultando11amos-
tras positivas (20%). Nao foi observada diferenga
estatisticamente significante (p = 0,8980) entre o
resultado obtido e o nimero de fragmentos subme-
tidos a IFD.

Considerando-se a avaliacdo de cada fragmento
do SNC separadamente (Tabela 3), observa-se que
néo houve diferenca estatisticamente significativa (p
=0,8470) entre a porcentagem de amostras positivas
e o tipo de fragmento analisado.

DISCUSSAO E CONCLUSHES

A IFD tem sido preconizada pela OMS (WoRrLD
HeaLTH OrcANIZATION,1996) como técnica de eleicéo
para o diagnéstico da raiva, tendo sido indicada por
variosautorestambém parao diagndstico dacinomose
(KrisTENSEN & VANDEVELDE, 1978; R AMIREZ, 1989; SIMON-
VaLENcIAetal., 1987), mostrando-se altamente sensivel
e especifica (OrTeEGA-RODRIGUES €t al., 1989). No Brasil,
sua utilizacdo para o diagndstico da cinomose foi
citada por Gouvelaetal. (1987) e a primeira descricéo
de que se tem registro foi feita por KotaiT et al. (1990)
e posteriormente por QUEIROZ DA SILVA, et al. (1999)
tendo sido considerada uma técnica de grande utili-
dade paraserempregadanarotinalaboratorial,como
diagnéstico diferencial da raiva.
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A ocorréncia da cinomose canina entre as amos-
tras de SNC enviadas para diagndstico da raiva, na
regidode Aracatuba, noperiodoanalisadofoide 18,9%
(47/248), quando considerados apenas 0s animais
com sintomatologia compativel com a doenca. Em
trabalho realizado com amostras examinadas no
Estado de S&o Paulo, num periodo de 10 anos (1981
a 1991), a porcentagem de amostras positivas pelas
técnicasdecoloragdode Sellerse IFD, foide 5,4% (87/
1610), sendo que todas as amostras recebidas foram
submetidas ao exame de cinomose, independente da
suspeita clinica (Queiroz DA SiLva et al., 1999). Os
resultados aqui obtidos sdo semelhantes ainda aos
observados em caes com suspeita clinica de raiva no
Meéxico, paraos quais 19% deles foram positivos para
cinomose (RamIREZ, 1989).

Em estudo realizado no Rio Grande do Sul
(HeaDLEY & GRAGA, 2000), entre 250 caes submetidos
anecropsiano Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), no periodo de 1985 a
1997, 11,70% (250/2136) apresentaram lesdes e cor-
pusculos de Lentz. Pelas cita¢Ges acima, observa-se
que quando sdo examinados apenas animais com
sintomas de altera¢des de SNC e/ou outros compati-
veis com a cinomose, a porcentagem de positivos é
maior que a obtida quando se examinam todos 0s
animais encaminhados paraexame, semdiscrimina-
¢do de sintomatologia.

Comautilizacdo da IFD, antigenos do virus da
cinomose foram detectados em pelomenosumdos
trés fragmentos de SNC examinados (coOrtex,
cerebelo e hipocampo), ndo tendo sido detectada
diferengasignificativa (p > 0,05) entre a porcenta-
gem de positivos observada para cada um dos
fragmentos e, tampouco, uma localizacdo prefe-
rencial do virus.
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