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Avaliacao de um kit de imunoensaio cromatografico para detecc¢ao
do antigeno do virus da cinomose em cies com sinais sistémicos ou

neurologicos da doenca

Evaluation of a commercial kit of chromatographic immunoassay
for detection of canine distemper antigen in dogs with systemic or

neurologic signs of the disease

Murilo Cézar Curti'; Monica Vicky Bahr Arias*'; Marcelo de Souza Zanutto?

Resumo

A cinomose ¢ uma doenga multisistémica altamente contagiosa, que pode levar a graves sequelas e até
ao obito. Diferentes tipos de exames podem ser usados para o diagnostico ante mortem da cinomose,
entretanto, devido ao curso imprevisivel da doenga, o diagnostico final permanece incerto em alguns
casos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do teste comercial de imunoensaio cromatografico
para detecgdo de antigeno (Ag) da cinomose em 33 cdes com suspeita de cinomose canina, comparando-
se ainda a frequéncia dos sinais clinicos e neurologicos entre caes positivos e negativos. Em 27/33 o
material foi coletado da mucosa ocular, em 5/33 foi coletado do LCR e em um animal o material foi
coletado da mucosa ocular e do LCR. Em 14/33 caes foi realizada também a técnica da reacdo em
cadeia da polimerase precedida de transcri¢cdo reversa (RT-PCR). O teste do Ag foi positivo em 7/13
casos confirmados, sendo que todos esses apresentavam sinais sistémicos, porém em nenhum céo que
apresentou apenas sinais neurologicos o teste do Ag foi positivo. Em seis cdes negativos pelo teste
do antigeno o resultado da RT-PCR foi positivo. Os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram
que o teste do Ag ndo auxiliou no diagnodstico da cinomose em muitos casos com sinais sist€émicos e
neurologicos, permitindo ainda que varios casos apresentassem resultados falso-negativos.
Palavras-chave: Cées, sistema nervoso, diagnostico, cinomose

Abstract

The canine distemper is a multisystemic disease highly contagious which can lead to serious
consequences and even to death. Different types of tests can be used for the ante mortem diagnosis
of canine distemper, however, due to unpredictable course of the disease, the final diagnosis remains
uncertain in some cases. We evaluated in 33 dogs with suspected canine distemper, the effectiveness
of a commercial test for detection of antigen (Ag) of canine distemper, still comparing the frequency
of clinical and neurological signs among positive and negative dogs. In 27/33 dogs the material was
collected from the ocular mucosa, in 5/33 dogs the test was performed with CSF and in one animal
material was collected from the ocular mucosa and CSF. In 14 dogs was performed also the RT-PCR
technique. The Ag test was positive in 7/13 confirmed cases of canine distemper, all of them with
systemic signs, but in dogs that had only neurologic signs, the antigen test was negative. In six dogs the
antigen test was negative, however the RT-PCR was positive. The results of this study showed that the
antigen test did not help for the canine distemper diagnosis in many cases with systemic and neurologic
signs, still allowing that several cases had false-negative results.
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A cinomose ¢ uma doenga multisistémica causada
por um Paramyxoviridae do género Morbilivirus. E
uma doenga altamente contagiosa sendo transmitida
por aerossdis para o trato respiratorio superior
(FRISK et al., 1999; AMUDE; ALFIERI; ALFIERI,
2006b; MARTELLA; ELIA; BUONAVOGLIA,
2008), invadindo varios tecidos inclusive o sistema
nervoso central (SNC) levando a graves sequelas e
até ao oObito. A infec¢do em cdes pode apresentar-se
sob as formas sistémica e neurologica, sendo que
na forma sistémica ocorrem altera¢des oculares,
respiratorias, gastrintestinais e dermatologicas
(VANDEVELDE; CACHIN, 1993; KOUTINAS
et al., 2002; AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006a;
AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006b; SILVA et
al., 2007; MARTELLA; ELIA; BUONAVOGLIA,
2008; FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010).
Os sinais neuroldgicos mais observados sdo:
mioclonias, ataxia, convulsdes e andar em circulos
(MORITZ; FRISK; BAUMGARTNER, 2000;
KOUTINAS et. al., 2002).

Devido ao curso variavel e imprevisivel da
doenga,
organicas diversas, o diagnostico desta doenca
muitas vezes € incerto ou baseado em critérios
clinicos (FRISK et al., 1999), sendo um desafio para
o veterinario de pequenos animais, principalmente
quando apenas sinais neuroldgicos estdo presentes
(AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006b), o que
limita a aplicagdo dos exames laboratoriais in vivo
existentes. A grande variedade de sinais, comuns
a muitas doencas infecciosas ¢ inflamatérias do
sistema nervoso, dificulta o diagndstico conclusivo.

duracdo da viremia e manifestacdes

O diagnéstico precoce ¢ importante para o
estabelecimento do prognostico, exclusao de outras
causas e cuidado adequado com os contactantes,
quando
sugestivos sdo atendidos em hospitais veterinarios
(VANDEVELDE; CACHIN, 1993; KOUTINAS
et al.,, 2002; GEBARA et al., 2004; NGHIEM;
SCHATZBERG, 2010).

principalmente animais com  sinais

Os métodos de diagnostico disponiveis sao
o isolamento viral, detec¢do de virus ou seus

produtos em amostras clinicas (métodos diretos)
e deteccdo e quantificacdo de anticorpos antivirais
especificos (métodos indiretos), cada técnica com
seu mérito e limitagdo (VANDEVELDE; CACHIN,
1993; GEBARA et al., 2004). Todos os testes sdo
realizados em laboratdrio, o que implica em custo
e tempo para a sua realizagdo, sendo que para
alguns testes o ideal € o uso de tecido cerebral para
confirmagdo da doenga, enquanto outros exames
apresentam resultados variaveis dependendo da
fase da infeccdo e niveis de anticorpos do paciente
(FRISK et al., 1999).

Seria interessante que um teste acessivel para o
clinico de pequenos animais permitisse o diagndstico
precoce, principalmente quando se considera a
necessidade de internamento de animais com sinais
inespecificos da doenga e o risco de transmissao da
cinomose para outros caes. Recentemente, visando
suprir esta necessidade, foi comercializado um kit
de imunoensaio cromatografico para deteccdo de
antigeno (Ag) da cinomose em caes, para uso em
clinicas e consultorios, nos quais amostras de urina,
saliva, soro, plasma ou liquor sdo utilizados com
0 objetivo de detectar a proteina F do envelope
do virus. Assim, o objetivo deste trabalho foi a
avaliagdo da eficacia deste kit, comparando-se
quando possivel o resultado com a RT-PCR.

Foram avaliados 33 cdes que possuiam sinais
clinicos e/ou neuroldgicos sugestivos de cinomose,
trazidos por seus proprietarios para atendimento
no Hospital Veterinario da Universidade Estadual
de Londrina, sendo 19 machos e 14 fémeas.
Devido a suspeita de cinomose, 0os animais nio
foram internados no HV/UEL. Apoés a realizagdo
do exame fisico e neuroldgico, foram realizados
exames laboratoriais para confirmagdo ou exclusdo
de outras doencas infecciosas ou inflamatorias que
cursam com sinais clinicos semelhantes aos de
cinomose. Foram coletados materiais biologicos
para realizacdo de hemograma completo e de acordo
com as suspeitas clinicas realizou-se urinalise,
creatinina, albumina, proteina total,
(ALT),

glicemia,

alanina transferase fosfatase alcalina
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(FA), analise de liquido cefalorraquidiano (LCR),
sorologia de toxoplasmose e reacdo da polimerase
em cadeia (PCR) para ehrliquiose.

Em todos os cdes foi realizado o teste para
deteccdo de antigeno (Ag) conforme consta na
bula do produto denominado Anigen CDV-Ag®,
laboratorio Bioeasy (Figura 1). Este teste utiliza
um sistema de fase soélida em que os anticorpos
especificos na superficie de placas ou tubos reagem

contra a amostra teste contendo o virus suspeito,
permitindo a analise visual do resultado, porém
de forma qualitativa. Segundo o fabricante” do
kit utilizado no presente trabalho, o teste tem alta
sensibilidade e especificidade quando utilizado
em animais com sinais clinicos de cinomose,
principalmente em swabs de conjuntiva ocular e
liquor na fase crénica da doenca.

Figura 1. A. Kit Anigen CDV-Ag®, laboratorio Bioeasy. Na figura superior, presenca de duas bandas rosa, uma sob a
banda C, controle, ¢ a outra sob a letra T, teste, indicando um teste com resultado positivo. Na figura inferior, presenga
de uma banda rosa sob a letra C, indicando que o teste foi valido mas o resultado negativo.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Em 27/33 caes o material foi coletado da
mucosa ocular, em 5/33 caes foi coletado do LCR
e em um animal o material foi coletado da mucosa
ocular e do LCR. O resultado foi interpretado dez
minutos apos a adicdo do material coletado ao
reagente no dispositivo do teste. Em 14 caes foi
realizada também a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase precedida de transcrigdo reversa
(RT-PCR) para cinomose, da urina, sangue ¢ LCR
quando colhido. Em um animal, cujo resultado do
teste do Ag e da RT-PCR havia sido negativo, foi
realizado exame histopatologico ¢ RT-PCR para
cinomose do material coletado do sistema nervoso
durante a necropsia.

*

Foi utilizado o teste de Fisher com nivel de
significancia de 5% para avaliacdo dos resultados,
através do pacote estatistico EPI 6. Apesar da
impossibilidade da realizagio da RT- PCR em
todos os animais, a analise estatistica comparou os
dois testes e sua eficacia entre animais com sinais
sistémicos € 0s que apresentavam apenas sinais
neurologicos. Os valores preditivos positivos e
negativos, bem como a concordancia de Kappa nao
foram adotados neste estudo devido ao pequeno
tamanho da amostra e porque o intervalo de
confianga (IC95%) desses resultados seria grande e
comprometeria a precisdo dos mesmos, da mesma
forma que a medida de associagdo de Odds Ratio.

Anigen Rapid CDV Ag Test Kit. Bioeasy Diagnostica Ltda. Belo Horizonte, MG.
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Foram avaliados 33 animais, constatando-se
sinais sistémicos em dez animais, neurologicos
em 16 animais ¢ ambos os sinais em sete. Todos
os cdes com sinais sistémicos tinham menos de
nove meses € 0s que apresentavam apenas sinais
neuroldgicos mais de cinco anos de idade. Em 26/33
cdes o resultado do teste do kit de imunoensaio
cromatografico foi negativo e em 7/33 casos o
resultado foi positivo, a partir de material coletado
da mucosa ocular. Em todos estes, havia a presenca
de sinais sist€émicos, sendo que em cinco deles
havia secrecdo ocular. Dos 14 exames de RT-PCR
realizados, o resultado foi positivo em nove animais
(Tabela 1). O teste do Ag foi positivo em 7/13 casos
confirmados, sendo que todos esses apresentavam
sinais sistémicos, porém em nenhum cdo que

apresentou apenas sinais neurologicos o teste do Ag
foi positivo. Em seis animais com sinais sistémicos,
neuroldgicos ou ambos e com cinomose confirmada
pela RT-PCR, o teste do Ag foi negativo. Em trés dos
sete casos diagnosticados pelo teste do antigeno, o
diagnostico também foi positivo pela técnica de RT-
PCR. No total, o diagndstico de cinomose canina
foi confirmado em 13 cdes. Dos 23 cées com sinais
neuroldgicos, em seis foi realizado o teste do Ag no
LCR, porém todos os resultados foram negativos.
Entretanto, no teste da RT-PCR, 2/6 foram positivos.
Em 20/33 animais o diagnostico de cinomose
canina nao foi confirmado. A RT-PCR foi negativa
em cinco animais, € nos 15 animais restantes foi
realizado apenas o teste do antigeno.

Tabela 1. Presenca de sinais sist€micos com ou sem sinais neurologicos, ou somente sinais neurolégicos em relagao
ao resultado positivo ou negativo da RT-PCR e ao resultado do teste comercial de imunoensaio cromatografico para

deteccao de antigeno (Ag) da cinomose (Londrina, 2012)

RT-PCR Ag
positivo negativo positivo negativo
Sinais Sistémicos 5 3 7 14
Somente sinais neuroldgicos 4 2 0 12
9 5 7 26
Total 1 3

Fonte: Elaboragao dos autores.

Nao foi observada diferenga estatistica (p=0,218)
entre os dois testes em animais com sinais sistémicos,
entretanto, a RT-PCR foi estatisticamente mais
eficaz nos animais que apresentavam apenas sinais
neurologicos (p=0,024). Ja os resultados da RT-
PCR foram similares tanto em animais com sinais
sistémicos como nos animais apenas com sinais
neurologicos.

Os sinais sistémicos dos cdes positivos e
negativos estdo expressos na tabela 2. Na tabela 3
estdo os sinais neurologicos dos caes positivos e
negativos. Todos os cdes positivos, pelo teste do
antigeno e/ou pela RT-PCR, apresentavam algum
sinal clinico, sendo que nove apresentavam sinais
sistémicos. Ezeibe (2005) relatou que de 65 caes

com cinomose, em 80% havia secrecdo ocular,
sendo que este sinal foi encontrado em 8/13 caes
com a doencga confirmada no presente trabalho.
Moritz, Frisk e Baumgartner (2000), observaram
em 20 cdes com a forma sistémica da doenca, que
em 90% havia presenga de pneumonia. No presente
trabalho em 2/13 animais constatou-se tosse ¢
crepitacao pulmonar a auscultagao.

Moritz, Frisk e Baumgartner (2000), relataram
como sinais neuroldgicos mais observados a
mioclonia (45%), convulsdo (45%) e ataxia (35%).
No trabalho realizado por Koutinas et. al. (2002)
havia mioclonia em 13/19 cdes com encefalite. No
presente trabalho a mioclonia ndo foi observada em
todos os caes positivos e foi constatada em varios
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animais negativos nos testes laboratoriais. Este
sinal neuroldgico € passivel de ser observado em
outras encefalites e algumas sindromes raciais raras,
entretanto, a causa mais comum de mioclonia em
cdes € a cinomose canina (SILVA et al., 2007). O

resultado do exame pode ser negativo mesmo em
animais com cinomose, devido ao fato da doenca
estar na fase cronica e os antigenos ndo serem mais
detectados (GREENE, 20006).

Tabela 2. Sinais sist€émicos observados em oito caes negativos no teste do antigeno e na RT-PCR ¢ em nove cées com

cinomose confirmada (Londrina, 2012).

Sinais Sistémicos N negativos (8) N positivos (9)
Secrecao ocular 5 8
Hipertermia 5 4
Aumento de linfonodo 5 4
Diarreia 2 3
Lesdes dermatoldgicas 1 3
Vomito 3 2
Tosse 1 2
Crepitagdo Pulmonar 1 2
Hiperqueratose nasodigital 0 2

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Tabela 3. Sinais neurologicos observados em sete caes com Cinomose confirmada e em 16 cdes negativos no teste do

antigeno e na RT-PCR. 2011.

Sinais Neurologicos N positivos (7) N negativos (16)
Ataxia/paresia/tetraparesia proprioceptivas 3 8
Convulsao 2 0
Mioclonia 2 3
Sindrome vestibular central 2 4
Cegueira central 1 3
Sindrome Cerebelar 1 1

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Guedes et al. (2009) utilizaram o mesmo
teste para deteccdo de antigeno em 101 cdes com
suspeita de cinomose canina, sendo que 30,6%
foram positivos, porém os autores ndo utilizaram
outro método diagndstico como comparativo,
portanto nao puderam descartar a presenca de falso
negativos. Pereira (2010) realizou o teste do Ag
em cdes submetidos a eutanasia devido a presenca
de sinais sistémicos e neuroldgicos compativeis
com cinomose, em uma Sociedade Protetora de
Animais, obtendo 31 resultados positivos em liquor
de cdes com sinais oculares associados a sinais

neurologicos, encontrando porém corpusculos de
inclus@o no globo ocular de cinco ces negativos no
teste do Ag.

Pereira (2010) constatou sensibilidade de 86% e
especificidade de 100% quando o teste foi realizado
no liquor, considerando como padrao de comparagao
a presenca de corpusculo de inclusdo no exame
histopatoldgico, sendo que a bula do kit comercial
indica sensibilidade de 98,9% e especificidade de
97,7%. Resultados falso-negativos no diagndstico
da cinomose podem ocorrer em amostras coletadas
21 a 28 dias apos a infec¢do, pois o virus migra dos
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tecidos epiteliais, devido ao aumento dos anticorpos
circulantes em associacdo com a recuperacao
clinica do animal. O mesmo ocorre nas formas
subaguda e crénica da doenca ou quando nao ha
sinais sistémicos (GREENE, 2006). Da mesma
forma no teste de PCR pode nao haver detec¢ao do
virus em algumas amostras biolégicas em animais
com diagnoéstico de cinomose conformada (FRISK
et al., 1999; AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006b).
Entretanto no presente trabalho a RT-PCR foi mais
sensivel que o teste do antigeno quando a amostra
bioldgica examinada foi o liquor.

Todos os cdes com sinais sist€émicos eram
jovens, porém apenas cdes adultos possuiam
unicamente sinais neuroloégicos. Amude, Alfieri
e Alfieri (2006b), constataram que trés cdes com
encefalite por cinomose sem sinais sistémicos,
apresentavam mais de um ano e nove meses de
idade, provavelmente decorrente da imunidade do
animal, comportamento do virus dentro do sistema
nervoso ¢ idade do paciente (GEBARA et al., 2004;
AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2006b; SILVA et
al., 2007; FERNANDEZ; BERNARDINI, 2010).

Apesar do nimero baixo de animais testados,
verificou-se que o kit de imunoensaio cromatografico
nao foi eficaz para o diagnostico da cinomose em sua
formaneurologica, poisnenhumanimal apresentando
apenas sinais neurologicos foi diagnosticado por
este exame, porém o teste apresentou resultado
positivo em cdes com sinais sistémicos. Assim, este
teste nao colaborou para o diagnostico da cinomose
em muitos casos, permitindo ainda a obtencdo de
resultados falso-negativos da doenca, o que poderia
levar a presenca de animais infectados eliminando
o virus no ambiente e colocando em risco outros
animais, dentro de uma populagdo em que a maioria
nao ¢€ vacinada, caso o clinico confie somente neste
exame para o diagnostico.
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