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Resumo:

Para deteccdo do virus da cinomose canina (CDV), a RT-PCR
(Transcriptase reversa- Reacdo em cadeia da polimerase) é uma técnica
com alta sensibilidade, mas os resultados variam com o tipo de amostra,
método de extracdo do RNA e da escolha dos iniciadores. Mesmo assim,
apresenta a vantagem de se obter um diagndstico rapido e precoce com
pequenas quantidades do virus no inicio de uma infec¢do. O objetivo deste
projeto foi padronizar a técnica de RT-PCR, assim como identificar casos
positivos de cinomose canina de amostras clinicas provenientes do Hospital
Veterinario da UEM (HV-UEM). Amostras de vacinas comerciais foram
utilizadas como controle positivo para a padronizacdo da técnica e amostras
de urina de animais com suspeita clinica de cinomose canina encaminhadas
pelo HV-UEM foram utilizadas para o diagndéstico laboratorial da infeccao.
Foram realizados 13 exames de RT-PCR, sendo 3 amostras positivas (23%)
e 10 amostras negativas (77%) para o CDV.

Introducao

O virus da cinomose canina (CDV) é um Morbillivirus da familia
Paramyxoviridae, composto de RNA de fita simples com polaridade negativa
e é envolto por um envelope constituido basicamente de lipoproteinas,
pertencente a membrana da célula hospedeira que é facilmente destruido
por solventes. E uma doenca de distribuicdo mundial, e acomete
principalmente carnivoros, sendo a doenca infecciosa com maior taxa de
mortalidade em cédes. E altamente contagiosa, com sinais respiratorios,
gastrointestinais e no sistema nervoso central, que podem ocorrer durante a
fase aguda ou semanas e até meses depois. No sistema respiratério pode
ocorrer tosse e pneumonia; vomito, diarreia, gastrite e enterite séo sinais que
podem ocorrer no trato gastrointestinal; na pele pode haver o aparecimento
de vesiculas e pustulas; e os sinais neuroldgicos incluem convulsdo, andar
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em circulos e contratilidade muscular. O principal meio de transmissao séo
0s aerossOis de secrecdo respiratoria, porém em infec¢cdes agudas os
animais contém o virus em todas as suas excrecdes. Pode acometer
animais de todas as idades, porém em filhotes sem anticorpos maternos e
nao vacinados sdo mais susceptiveis (APPEL e SUMMERS, 1995). Para
deteccdo do CDV, a RT-PCR (Transcriptase reversa- Reacao em cadeia da
polimerase) possui as vantagens de ser uma técnica rapida para se obter o
resultado, ndo necessita da infecciosidade da particula viral, possui alta
sensibilidade e especificidade, porém os resultados variam de acordo com o
tipo da amostra, método de extragdo de RNA e escolha dos iniciadores.
(FRISK et al., 1999). Assim, o objetivo deste projeto foi padronizar a técnica
de RT-PCR, bem como identificar os casos positivos de cinomose canina de
amostras clinicas do Hospital Veterinario da UEM.

Materiais e métodos

Para a padronizacdo da técnica, a extracdo de RNA viral foi realizada
a partir de uma aliquota de 200 pL de urina utilizando-se silica e tiocianato
de guanidina e a técnica de RT-PCR foi realizada segundo Gebara et al.,
(2004) utilizando primers descritos por Frisk et al., (1999). Para o controle
positivo da padronizacao foi utilizada amostras de vacinas comerciais. Para
0s animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Maringad com suspeita clinica de cinomose canina foram utilizadas amostras
de urina para diagnéstico laboratorial da infeccdo. Os produtos amplificados
da RT-PCR de 287 pares de bases (pb) foram visualizados sob luz
ultravioleta por eletroforese em gel de agarose. Os resultados foram
analisados pela frequéncia total e relativa.

Resultados e Discussao

Durante o periodo de abrangéncia do projeto, foi realizada a
padronizacdo da técnica de RT-PCR para o virus da cinomose canina e
realizacdo de exames com amostras clinicas de animais encaminhadas do
Hospital Veterinario com suspeita da doenca. Sabe-se que a sensibilidade
da técnica varia com os iniciadores usados, os métodos de extracdo de RNA
e as amostras clinicas. O conjunto de iniciadores (primers) usados na
padronizacdo da RT-PCR foi utilizado com sucesso por outros
pesquisadores com alta especificidade e sensibilidade (FRISK et al., 1999;
AMUDE, et al., 2006). Foram realizados 13 exames, sendo 6 amostras de
sangue e 7 amostras de urina. Destas, 3 amostras foram positivas a técnica
de RT-PCR, correspondendo a 23%, sendo todas amostras de urina, e 10
amostras (77%) foram negativas para o CDV (Gréfico 1). No projeto foram
inclusos animais com suspeita clinica de cinomose, muitos casos poderiam
nao ser cinomose, além das diversas apresentacdes clinicas e evolucéo da
doenca, o virus pode ndo estar presente em todas as secrecdes e
excrecoes, orgaos e tecidos uniformemente, podendo ocorrer resultados

—‘4UEM CAIXA BReS. @CNPq i

e e et ‘Gonselno Kacinal de Desenvoiimer a
z = Glaniico o Tecnl o




A UEMEE

26° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica XXVIEAIC 16 17 de outubro de 2017

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior

VIEAI®

falso-negativos (FRISK et al., 1999), o que justifica a taxa de 23% de
animais positivos na RT-PCR. Gebara et al. (2004) utilizou como amostra
biolégica a urina para cdes com sinais sugestivos da doenca, o que ratifica
gue o tipo de amostra escolhida pode interferir no diagnéstico correto e
reforca a importancia da escolha para aumentar a sensibilidade.

Cinomose Canina

M Positivo
M Negativo

Gréfico 1: Percentual de exames realizados para cinomose canina dos
animais com suspeita da doenca.

Conclusbes

A realizacdo do diagnéstico laboratorial ante mortem da cinomose
canina é fundamental para a execucdo do tratamento, avaliacdo do
prognostico e planejamento de medidas de controle e profilaxia da doenca. A
RT-PCR é uma técnica de alta sensibilidade e especificidade, porém o tipo
de amostra clinica submetida a analise pode interferir no resultado do

diagnéstico.
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