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Foram examinadas 56 amostras de
10 de raspada de mucosa intestinal e
de material vomitado de c3es

de 7 amostras de fezes de
com o objetivo de isolar-se
0 parvovirus canino durante a epizootia de
gastroenterite hemorragica ocorrida em 530
Paulo. Das 56 amostras de fezes de cSes
doentes foram isoladas virus de 24 (42,8%)
e das 7 amostras de fezes de cSes clinica-
mente normais foi isolado virus de apenas
1 (14,3%). Tanto do material vomitado
quanto do raspado de mucosa intestinal

RESUMO:
fezes,
2 amostras
doentes, além
cSes normais,

‘Trabalho realizado com auxilio do CNPq (Proc. 400159-81)

obteve-se o isolamer.to de parvovl rus de uma
amostra apenas, correspondendo a 50% e 10%,
respectivamente. R reac3o de hemaglutina-
¢30, realizada cnm os varios tipos de mate-
riais clinicos, demonstrou concordancia de
96,3% com o isolamento de virus nas 27
amostras positivas, evidenciando a grande
utilidade pratica desta rea¢cSo como método
de triagem para determinar, nos casos de
diarréia em c3es, a presenca de particu-
las virais com esta caracteristica hemaglu-
tinante. Em 15 amostras de suspens3o fecal
e em uma das culturas positivas foi obser-
vada, a microscopia eletrbdnica, aprps”nca
de particulas virais com-as caracteristicas
morfoldgicas dos parvovlrus. R semelhanca
antigénica entre o vlrus isolado e o parvo-
vlrus felino foi demonstrada pela reac¢So de
inibicSo de hemaglutinag3o e pela imuno-
fluorescéncia em 5 das amostras isoladas.

UNITERMO5: CSes, doencas; Enterite hemor-
ragica; Parvovirus
INTRODUGAO
A primeira referéncia sobre a

infecgSo dos cSes por um possivel parvo-
virus foi feita em 1970, guando BINN et
alii., 4, isolaram, das fezes de caes
assintomaticos, 4 amostras de um virus
de pequenas dimensSes, antigenicamente
relacionado aos membros do género
Parvovirus, o qual foi denominado de
virus *mindsculo de cSes (VMC). Somente
em 1977, este virus foi associado a
diarréia em c3es (EUGSTER 8, NAIRN, 9).
A partir de 1978, verdadeiras

epizootias de parvovirose canina pas-
saram a ser descritas em varias partes
do mundo (APPEL et alii , 2, 19781;
JOHNSON « SMITH, . 12, 1979; ELSE, 8,
1979; THOMSON & GAGNON, 18, 1978;
BURTONBOY et alii , 6, 1979; ARENS S
KRAUS, 3, 1980). Os sinais clinicos e as

lesBes microscépicas observadas em cor-
tes de intestino eram semelhantes aos da
panleucopenia felina, sindrome também
causada por um parvoviius. Particulas
virais morfologicamente semelhantes a
esses virus foram observadas através da
microscopia eletrénica nas f"zes de
cdes, obtendo-se,também, o isolamento do
parvovirus canino em culturas celulares.

Varias técnicas de cultivo celular

foram testadas com a finalidade de se
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a replicagcdo do virus.
Linhagens de rim de gato (Crandell) e de
rim canino, linhagens estabelecidas de
pulmao de marta (LLC - 64), rim de céo
(Madin-Darby) e VERO, além de culturas
primarias de rim canino e de rim de

obter "in vitro*

gatos jovens foram utilizadas com va-
riavel grau de sucesso por Vvarios au-
tores (RPPEL et alii, 2, .1973; NELSON
et alii, 16, 1979; BLRCK et alii, 5,
1979; JOHNSON 4 SPRRDBROW, 14, 1979 e
5RGNON 4 POVEY, 10, 1979).

Rs amostras isoladas foram biologi-
camente diferenciadas do virus da

panleucopenia dos felinos e do virus
mindsculo de caes CVMC) através da sua

capacidade de aglutinar hemacias de
suinos e de macacos Rhesus a 4?C e a 25PC
(BURTONBOY et alii, 6, 1979; GAGNON

& POVEY, 10, 1979).

No Brasil, embora casos de enterite
hemorragica tenham sido observados espo-
radicamente em 1979, somente em 1930
houve a disseminacdao da doenca entre a
populacdo canina. Os estudos clinicos e
anatomopato 16gicos bem como a observa-

¢cdo, Jias fezes, de pequenas particulas
virais semelhantes aos parvovirus permi-
tiram concluir que se tratava de uma
epizootia de enterite infecciosa, prova-
velmente causada pelo parvovirus canino
CHRGIWRRR et alii, 11, 1980). Foram
realizadas diversas tentativas de diag-

néstico etioldgico, utilizando-se as
provas de hemaglutinacéo, isolamento do
virus em culturas celulares e microsco-

pia eletrdénica da suspensdo fecal e de
células infectadas, cujos resultados
preliminares foram apresentados ainda em

1930, por RNGELO et alii, 1. Posterior-
mente, foram também padronizadas as
técnicas de imunomicroscopia eletrbénica
e de imunoeletrosmoforese (DURI50ON et
alii, 7, 1987).

Descrevem-se,
a metodologia empregada no

no presente trabalho,
isolamento do

parvovirus canino em diferentes
sistemas celulares, bem como 0s
resultados obtidos na reacao de
hemaglutinacéo e na microscopia

eletrénica das suspensdes fecais.

MATERIAL E METODOS

Material clinico
Foram wutilizadas 56 amostras de
fezes, 10 amostras de raspado de mucosa
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amostras .de materiat
além de 7

intestinal e 2
vomitado de cédes doentes,
amostras de fezes de caes clinicamente
normais. Rs suspensdes das amostras
foram preparadas a 101 em solucédo salina

tamponada pH 7.2, segundo a técnica
descrita por RPPEL et alii, 2, 1979
Reacéo de hemaglutinacdo e de inibicéo
da hemaglutinacéo

Todas as suspensoes do material
clinico e também os fluidos colhidos das
culturas infectadas foram testados pela
reacao” de hemag lutinacdo em microplaca

com hemacias de suinos, de acordo com a

técnica preconizada por RPPEL et alii,
2, (1979). Considerou-se, como reacédo
positiva, aquela em que se observou a
aglutinacdo das hemacias na diluicgao
igual ou maior que 1/4. R maior diluicgéo
capaz de aglutinar as hemécias foi
considerada como uma unidade

hemaglutinante. Nos casos em que se
obtiveram titulos de 4096, a reacao foi
repetida, procedendo-se a maiores dilui-

cBes. *

A reac¢So de 1inibicdo da hemagluti-
nacao (H1) foi executada em microplacas
para a identificacdo das amostras isola-
das, fazendo-se reagir 0,025ml de sus-
pensdo viral (fluido colhido das cultu-
ras infectadas) contendo 4 unidades

hemaglutinantes, com o mesmo volume de
varias dilui¢Bes do soro antiparvovirus
felino (Feliserim Behringwerke), de acor
do com a técnica descrita por JOHNSON &
SPRRDBROW, 14 (1979) e APPEL et alii, 2
(1979). Os titulos foram considerados
como a reciproca da maior diluigdo capaz
de inibir a hemaglutinacao (AFPEL et
alii, 2, 1979; BURTONBOY et alii, 6,
1979; JOHNSON 4 SPRRDBROW, 14, 1979).

Microscopia eletro6nica

Ap6és coloracdo negativa com fosfo-
tungstato de potassio a 2%, 24 amostras
de suspensdo de fezes, vOmito e conteldo
intestinal de animais doentes e 1 amos-
tra de suspensdo de fezes de um cédo cli-
nicamente normal foram observadas em
microscopio eletrdonico (Philips EM 300).
celu-

Isolamento di virus em culturas

lares

Das 75 amostras de material dispo-
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células
linhagem
20 em cul-
(RGR) e O
culturas

nivel, 54 foram inoculadas em
VERO: 46 foram inoculadas em
celular estabelecida MA-104;
turas primarias de rim de gato
amostras foram inoculadas em
primarias de rim de céao.

Rs culturas primarias de células de

rim canino e de rim de gato foram rea-
lizadas segundo a técnica de multipla
extracéo (5CHMIDT, 17, 1379). Para a
inoculagcdo das supensSes de material

clinico os tubos eram utilizados apés 10
a 24 horas de cultivo, com apenas 25% da

camada celular formada.

Cerca de 0,1ml da suspensdo de cada
material foi 1inoculado em cada um dos
dois tubos contendo células, apos a
remocdo do meio de crescimento. Os tubos

inoculados eram incubados a 37 ? C du-
rante uma hora para adsorg¢do do virus as
células, colocando-s.e , a seguir, 1ml do
meio de manutencao. Neste meio foi usado
inicialmente, soro fetal bovino comum e,
posteriormente soro fetal bovino tratado
com caolim. Estes tubos foram mantidos
em estufa a 37? C e observados diaria-

mente ao microscoOpio por um periodo de
até 21 dias, sendo desprezados se, apoés
este periodo, nao apresentassenm

evidéncias de alteracdo morfoldégica das
células. Nos tubos em que se constatava
qualquer alteracao sugestiva, o fluido
da cultura era c.oletado para se proceder
e reacdao de hemaglutinacdo com hemacias
de suino. Paralelamente, 0,2ml deste
fluido era inoculado em cada um dos dois

tubos de Leighton, contendo células
sobre laminulas, para a pesquisa do
corpusculo de inclusdo caracteristico. R

técnica usada para a inoculacéo nos
tubos de Leighton foi a mesma utili-
zada para o isolamento do virus. Rs
laminulas foram retiradas dos tubos em
intervalos de 10, 12, 24 e 40 horas de
cultivo, fixadas em Bouin durante 30

minutos e coradas pelos métodos de hema-
toxi lina-eosina (JOHNSON, 13, 1964) ou
de May Grunwald-Giemsa (RPPEL et alii,

2, 1979). Os materiais que apresentavanm
resultado positivo por uma ou outra
técnica eram reinoculados em volume de
0,2ml por tubo para ativagcdo do virus.

Os materiais negativos eram reinoculados
duas ou mais vezes antes de se confirmar
este resultado, rotineiramente, no mesmo
tipo de células e, ocasionalmente, em
outro tipo.

Rea¢cSo de Imunofluorescéncia

imunofluorescéncia foi
identificacéo an-
isoladas em cé-

R reacao de
realizada para a
tigénica das amostras
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lulas cultivadas em laminulas,
infectadas com o virus e colhidas apos
40 horas de 1inoculacéao. Foi utilizada a

imunofluorescéncia direta com
soro antiparvov 1lrus felino CFeliserim
Behringwerke), conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (NELSON et
alii, 16, 1979; BLACK et alii, 5, 1979).

técnica de

Critérios
isolamento

usados para
do parvovirus

comprovar (0]

Como 0s parvovirus néao apresentam
efeito citopatico caracteristico e facil
de ser observado em culturas celulares,
dois critérios foram utilizados para se
demonstrar a replicacdo do virus nos
diversos sistemas celulares empregados.
Primeiro critério adotado: uma cultura
celular seria considerada infectada pelo
virus quando o titulo hemaglutinante do

liquido sobrenadante fosse igual ao
titulo original da suspensao do material
clinico semeado (GAGNON & POVEY, 10,
1979), ou quando houvesse aumento do

titulo hemaglutinante nas passagens sub-
sequentes (JOHNSON L SPRADBRGW, 14,
1979). 0 segundo critério baseou-se na

demonstracdo de corplUsculos de incluséo
nas culturas semeadas, 0s quais foram
evidenciados através do método de
coloracdo de hematoxilina-eosina (GAGNON
ti POVEY, 10, 1979; U/ALKER et alii, 10,
1979)- e de May Grunwald - Giemsa (APPEL
et alii, 2, 1979). Além disto, a

semelhanga antigénica entre as amostras
isoladas e o parvovirus felino pode ser
demonstrada pela reacdo de imunofluores-
céncia e pela reacao de inibicgao da
hemaglutinacéo, utiiizando-se soro
antiparvovirus felino.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 75 materiais inoculados em
culturas celulares, provenientes de cées
doentes ou clinicamente normais, 27
foram positivos (36,0%) e 40 amostras
foram negativas (64,0%) nos diferentes
sistemas celulares utilizados. Das 56
amostras de fezes de caes doentes foram
isolados virus de 24 (42,0%) e das 7
amostras de fezes de cées clinicamente
normais foi isolado virus de apenas 1
(14,3%). Tanto do material vomitado,

qguanto do raspado de mucosa intestinal,
obteve-se o isolamento do parvovirus de
uma amostra apenas, correspondendo a 50%
e 10%, respectivamente.

Na Tab. 1 estdo relacionadas as 27
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amojtras positivas, 0s respectivos sis-

temas celulares utilizados, os titulos
hemaglutinantes obtidos nas suspensdes
originais de material <clinico e nos

fluidos colhidos apés passagens suces-
sivas em culturas celulares, bem como os
resultados de microscopia eletrénica.

Os resultados das amostras em que
ndo se obteve o isolamento do virus
(43/75) acham-se na Tab. 2, ao lado dos
resultados de hemaglutinacdo e de
microscopia eletrbnica das suspensfes de

material clinico.

Pela revisdo de literatura, parece
que as culturas primarias ou varias
linhagens de rim de gato sao superiores

as células de rim de cdo quanto ao iso-
lamento de parvovirus canino, o que
levou varios autores a pensar na pos-

sibilidade deste virus ter-se originado
do parvovirus felino. Enquanto RPPEL et
alii, 2  (1979), GRGNON i, POVEY, 10
(1979) e JOHNSON & 5PRRDBROW, 14 (1979)
.conseguiram isolar parvovirus em
culturas primarias de rim canino,
BURTONBOY et alii, 6 (1979) e BLACK et
alii, 5 (1979) obtiveram resultados
totalmente negativos neste sistema
celular.

R nossa experiéncia ao utilizar
este tipo de cultura também ndo fai boa.
Mesmo partindo de amostras de material
com elevado titulo hemaglutinante ini-
cial, havia gradativa queda apds 2a 3
passagens, com negativacdo posterior. Ro
contréario, em nosso Laboratério, o Sis-
tema celular mais eficiente para o iso-
lamento do parvovirus canino, a exemplo
do que foi referido pelos demais au-
tores* foi a cultura primaria de rim de

gatos jovens. Neste tipo de cultura
obteve-se a maior percentagem de isola-
mento e, em todos o0s casos com
isolamento positiva em outro tipo de
células, também houve o isolamento
nestas culturas. Além disto, Tfoi neste
tipo de células que se observou aumento

mais evidente do titulo
nas passagens sucessivas.

Levando-se em consideracao somente
a suspensdo de fezes, em virtude de ser
o material que foi semeado em todos os
tipos de culturas de células, tem-se a

hemaglutinante

seguinte proporcdo de isolamento de
parvovirus: culturas primarias de rim de
gato 63, F% (14 materiais positivos em 22
semeados); células MR-104: 24,3% (10

positivos em 41 semeados); células VERO

14,9% (7 positivos em 47 semeados) e
cultu"as prima.ias de rim de cdo 12,5%
(1 positivo em 9 semeados).

Entretanto, uma vez isolado, 0]

parvovirus canino parece adaptar-se re-
lativamente bem a uma variedade de tipos

de culturas celulares, como demonstraram

OPPEL et alii, 2 (1979) e JOHNSON &
5PRRDBROU/, 14 (1979) e como também pode
ser observado no presente trabalho.

Obteve-se a propagacdo de parvovirus
canino em células VERO, células MR-104,
células "L* e fibroblasto humano. Os
dois ultimos sistemas nao foram
utilizados sistematicamente, mas sim com
a fin lidade de verificar a
suscetibilidade destas células a propa-
gacdo do parvovirus, o que foi realmente
comp rovado.

Foi nas culturas celulares de
fibroblasto humano que se evidenciou, de
maneira nitida, o efeito citopatico do
-parvovirus canino. Durante o periodo de
observacdo de 21 dias foi possivel veri-
ficar, mesmo sem coloracéo, algumas
alteracbes que ocorreram na camada celu-
lar, caracterizadas por arredondamento

celular, agrupamento de poucas células,
destacamento das mesmas da camada mono-
celular, que se repetiam de tempos em
tempos. Este efeito citopatico é

idéntico ao descrito por NELSON et alii,
16 (1979). Em células de uma das
culturas positivas, com corpusculos de
inclusdo tipicos, inoculados com a
suspenséo de fezes R80-1 foram
evidenciadas, pela microscopia
eletrdnica, particulas virais com todas

as caracteristicas dos parvovirus
CFig -1) .

Neste trabalho foram obtidos mf*
thores resultados no isolamento do par-
vovirus, guando se passou a utilizar

culturas recém-repicadas, uma vez que O0s
parvovirus multiplicam-se na fase S do
ciclo de crescimento celular, no momento
em que ha sintese de DNR. ba mesma
forma, o uso do soro fetal bovino,
tratado com caolim para eliminar
inibidores inespeclficos que, guando
presentes, inibem a multiplicacdo viral,
é aconselhado para aumentar a
possibilidade de isolamento do
parvovirus. A adocdo destas modificaclbes
permitiu a observacdo dos corplsculos de
incluséo intranucleares , carac-
teristicos, em seus diferentes estagios,
nos 27 casos positivos de parvovirose
canina, (Fig- 2) em contraposicdo as
amostras negativas (Fig.3).

Embora ndo houvesse, na literatura,

nenhuma referéncia ao isolamento de
virus a partir de material vomitado,
essa tentativa foi realizada e com

éxito,
que,
localizacdo ao nivel

baseando-se no pressuposto de
por tratar-se de infeccao viral de
do jejuno (EL5E, 8,

1979; BURTONBOY et alii, 6, 1979;
HAGIU/ARFI et alii, 11, 1980) poderia
ccorrer o refluxo do material infectan-
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te, a
leucopenia
5, 1379).
0 reacao de hemaglutinacdo , reali-
com os varios tipos de materiais
clinicos, apresentou titulos compre-
endidos entre 4 e 4096. Houve concor-
dancia de 96,9% entre a reacdo de hema-
glutinacdo e o isolamento do virus nas
27 amostras das quais foram isolados
vlrus e uma porcentagem de ©positividade
de 31,2% nos 48 materiais em que nao se
obteve o0 isolamento de virus, demons-
trando a grande utilidade pratica desta
reacdo, como método de triagem para
determinar, nos casos de diarréia em
cées, a presenca de particulas virais
com esta caracteristica hemaglutinante.
0 identidade antigénica entre o
parvovirus Tfelino e o parvovlrus canino
havia sido demonstrada por JOHNSON &
SPRADBR3UI, 14 (1979); GAGNON & POVEY, 10
(1979) e LENGHAUS & 5TUDDERT, 15 (1980)
gque compararam as amostras dos dois
tipos de parvovirus, concluindo que
todas as amostras eram neutralizadas
pelo soro hiperimune produzido contra o
parvovirus Tfelino. Foi  possivel, no
presente trabalho, comprovar a semelhan-
¢ca antigénica das amostras isolades, com
o parvovirus felino, pois a reacdo de
hemagluninacdo foi também inibida pelo
soro hiperimune antivirus da panleucope-

semelhjnca do que ocorre na pan-
dos felinos (BLACK et alii,

zada

nia felina (Feliserim Behringwerke).
Esta semelhanca antigénica foi, ainda,
demonstrada através da reacdo de imuno-
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fluorescéncia, em 6 das amostras isola-
das.

RNGELO, M.J.0O.; HRGIWRRR, M.K.; JULY, J.R.;
CRRVRLHO, R.P.S.; BRCCRRO, M.R.
Isolation of canine parvovirus in Bra-
zil. Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ.

S. Paulo, 25(1):123-134,1988.

SUMMARY: The canine parvovirus was isolated
from 24 samples of faeces, one mucosal
scraping, one vomiting material obtained
from dogs that had presented signs of
hemorrhagic enteritis, and from one sample
of faeces from a normal dog. fill the ma
terials were previously tested by hemagglu-
tination reaction with swine red cells.
There is an agreement of 96,3% betwen this
reaction and isolation of parvovirus in

cell cultures, demonstrating the great
pratical utility of the hemagglutination
reaction as a trial method for the demon-
stration of the presence of parvovirus in

the stool of infected dogs. Electron micro-

scopy of infected cells demonstrated the
presence of viral particles with parvovirus
morphology and, the hemagglutination-

inhibition and immunofluorescence reac-
tions, using feline parvovirus immune se-
rum, revealed the antigenic relationship
between the isolate and feline parvovirus.

Disease of
enteritis;

UNITERM5: dogs;

Parvovirus

Hemorrhagic
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TRBELR 1 - RelagSo dos casos positivos para parvovirus nos varios
tipos de culturas de <células, titulo hemaglutinante e
positividade em microscopia eletrdnica.

CRQ MRTERIRL CONDICRO CULTURA CELULAR * T .H. M _E.
CLINICO CLINICA VERO MR-104 RGR RC

01 Fezes Doente 2048 NR 1024 neg - 16 pos .
02 Fezes Doen te neg - 128 NR neg . 8 NR
03 Fezes Doen te neg . 4096 4096 neg . 128 neg.
04 Fezes. Doente neg - 1024 NR neg - 128 neg .
05 Fezes Doente neg - neg . NR 256 16 NR
06 Fezes Doente neg - 4096 NR NR 64 neg.
07 RM Doen te 1024 NR 4096 NR 8 pos.
08 Fezes Doen te 1024 neg. 4096 neg. 16 NR
09 Fezes Doente neg - neg - 4096 NR 4096 pos .
10 Fezes Doente neg . NR 1024 NR 512 NR
11 Fezes Doente 1024 neg - 4096 NR 512 pos.
12 Fezes Normal neg - 512 256 NR neg - pos.
13 Fezes Doente NR 128 NR NR 16 NR
14 Fezes Doente NR 32 NR NR 4 NR
15 Fezes Doente NR 64 NR NR 8 NR
16 Fezes Doente 256 64 NR NR 8 NR
17 Fezes Doen te neg. 128 NR NR 128 NR
18 Fezes Doente 64 NR NR NR 16 NR
19 Fezes Doen te 64 NF? NR NR 16 NR
20 Fezes Doen te 512 NR 4096 NR 128 pos.
21 Vomi to Doente NR NR 32 NR 16 NR
22 Fezes Doente NR NR 128 NR 128 pos .
23 Fezes Doente NR NR 128 NR 128 pos.
24 Fezes Doente NR NR 32 NR 4 pos.
25 Fezes Doente NR NR 512 NR 64 pos.
26 Fezes Doente NR NR 16 NR 8 pos.
27 Fezes Doente NR NR 512 NR 512 pos .
POSITIVC5/TESTRDOS 8/17 10/14 16/16 1/6 26/27 12/15
* Titulo hemaglutinante apés sucessivas passagens em culturas celulares

T.H.- Titulo hemaglutinante do material clinico
M.E.- Microscopia eletrbnica do material clinico

R6H - Rinr de gato; RC- Rim de céo; NR - N3o realizado;
R.M. - Raspado de mucosa

Rev. Fac. Med. Vet. Zootec. Univ. S. Pauio, 25(1): 123-134, 1988.
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TABELO 2 - Relag3o0 dos casos negativos para parvovlrus nos varios tipos de
culturas de células, titulos hemag lutinantes e positividade em
microscopia eletrbnica.

coo MATERIAL CONDICAOQ CULTURA CELULAR
CLINICO CLINICO VERO MFI1-104 RGA RC T.H. M.E.

01 Fezes Doente neg - neg- NR NR 4 NR
02 Fezes Doente neg - neg . NR NR 4 NR
03 Fezes Doente neg - neg . NR neg . neg . NR
04 Fezes Doente NR neg. NR NR neg . NR
05 Fezes Doente neg . neg. NR NR neg - NR
06 Fezes Doente neg . neg . NR NR a NR
07 Fezes Doente neg - neg. NR neg . neg. NR
oa Fezes Doente neg . neg - NR NR neg . NR
09 Fezes Doente neg . neg . NR NR 32 NR
10 Fezes Doente neg - neg . NR NR neg . NR
11 Fezes Doente neg . neg . NR NR 4 NR
12 Fezes Doente neg. neg. NR NR neg . NR
13 Fezes Doente neg . neg . NR NR neg - NR
14 Fezes Doente neg - NR neg . NR 64 NR
15 Fezes Doente neg . NR neg . NR 32 NR
16 Fezes Doente neg - neg - NR NR neg . NR
17 Fezes No rmal neg - neg. NR NR neg. NR
ia Fezes Normal neg . neg - NR NR neg . NR
19 Fezes Normal neg - neg . NR NR neg . NR
20 Fezes No rmal neg - neg. NR NR neg. NR
21 Fezes No rmal neg. neg . NR NR neg . NR
22 Fezes No rmal neg . neg. NR NR neg - NR
23 R.M. Doente neg . neg . NR NR neg . NR
24 R.M. Doen te neg - neg. NR NR neg. NR
25 R.M. Doente neg - neg - NR NR neg . NR
25 Fezes Doente neg - neg . NR NR neg . NR
27 Fezes Doente neg. neg. NR NR neg . NR
28 R.M. Doen te neg . neg. NR NR neg . NR
29 Fezes Doente neg - neg. NR NR a NR
30 Fezes Doen te neg - neg - NR NR neg . NR
31 Fezes Doente neg . MR NR NR 4 NR
32 Fezes Doente neg . neg. NR NR 32 NR
33 Fezes Doente neg - neg . NR NR 8 NR
34 Fezes Doen te neg . NR NR NR neg . NR
35 Fezes Doen te neg - NR NR NR neg . NR
36 R.M. Doente neg . NR NR NR neg . NR
37 Fezes Doente neg. neg - NR NR 256 NR
38 Fezes Doente neg. neg. NR NR neg . neg .
39 Fezes Doente NR NR neg . NR neg - neg .
40 Vomi to Doente NR NR neg. NR neg - neg.
41 Fezes Doente NR NR neg - NR neg - NR
42 Fezes Doente NR NR neg . NR neg . neg .
43 R.M. Doente NR NR neg . NR 4 pos .
44 R.M. Doente NR NR neg. NR neg . neg .
45 R.M. Doente NR NR neg. NR neg . pos .
46 Fezes Doen te NR NR neg. NR 4 pos .
47 Fezes Doente NR NR neg. NR neg - neg.
48 Fezes Doen te NR NR neg. NR 8 NR
POSITIVO/TESTADO 0/37 0/32 0/12 0/2 15748 3/9

T.H.- Titulo hemaglutinante do material clir.ico
M.E.- Microscopia eletrbnica do material clinico
RGA - Rim de gato; RC - Rim de cdo; NR - Ndo realizado

R.M. - Raspado de mucosa
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FIGURA 1— Fotomicrografia eletrdnica da amostra R80—1 apds 3a passa-
gem em culturas celulares contendo grande nimero de particu-
las virais.

Aumento: 189.000 x
Microscopio Philips M-300



FIGURA 2 — Células infectadas, apresentando varios estagios do corpusculo
de incluslo caracteristico dos parvovirus.
Aumento: 800 x
Fixacdo em Bouin;Colora¢do May Gruenwald Giemsa

FIGURA 3 — Células néo infectadas
Aumento: 800 x
Fixacdo em Bouin; Coloragdo May Gruenwald Giemsa
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