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Detecgao do virus da cinomose canina por RT-PCR utilizando-se oligonucleotideos para os
genes da fosfoproteina, hemaglutinina e neuraminidase
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RESUMO

Empregou-se a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcricdo reversa para
detecgdo do virus da cinomose canina (CC). Para a padronizacdo da técnica foram selecionados quatro
pares de oligonucleotideos (P1, P2, N1, H1), baseados em seqiiéncias dos genes da fosfoproteina,
neuraminidase e hemaglutinina, sendo utilizadas trés cepas vacinais de virus da CC como controles
positivos. Foram analisadas trés amostras isoladas de cdes com cinomose e quatro amostras provenientes
de cdes com suspeita clinica de cinomose. Nao houve amplificagdo nas amostras com suspeita clinica da
doenga. Os resultados obtidos com os oligonucleotideos P1 ¢ N1 foram superiores aos de Hl. Os
oligonucleotideos P2 foram considerados inapropriados para a detec¢do do virus da CC. Os amplicons
obtidos com os oligonucleotideos P1, N1 e H1 foram clivados com endonucleases de restrigdo, sendo os
perfis das amostras virais comparados aos da amostra vacinal Lederle, utilizada como referéncia. Um
padrdo similar de restricdo foi observado em todas as amostras analisadas.
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ABSTRACT

The reverse transcription-polymerase chain reaction was used to detect canine distemper virus (CDV).
Four oligonucleotide pairs were selected (P1, P2, NI, HI), based on the sequences of the
phosphoprotein, hemagglutinin and nuraminidase genes for assay standardization, and three CDV
vaccine strains were used as positive controls. Three viral isolates from dogs with canine distemper and
four samples from animals clinically suspected of distemper were analysed. No amplification was
detected in suspected samples. Results obtained by using Pl and N1 oligonucleotides were superior to
those with HI ones. P2 oligonucleotides were considered inadequate for CDV detection. Amplicons
resulting from amplification of P1, N1 and HI oligonucleotides were submitted to cleavage by restriction
endonucleases and restriction patterns of viral samples were compared to that of Lederle strain used as
reference. A similar restriction pattern was observed in all analysed samples.
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INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (CC), membro do
género Morbillivirus, ¢ altamente contagioso e
causa infecgdo multissistémica principalmente
em filhotes com menos de trés meses de idade,
com altos indices de mortalidade (Murphy et al.,
1999; Biazonno et al., 2001). Além de caes
domésticos, outros membros da familia Canidae
¢ alguns das familias Mustelidae, Procyonidae,
Hyaenidae, Ailuridae, Viverridae e Tuyussuidae,
grandes felinos e primatas Cercopithecidae sdo
suscetiveis a infeccdo natural pelo virus da CC
(Deem et al., 2000).

As primeiras vacinas de virus vivos atenuados
que reduziram drasticamente o impacto da
infec¢do na populagdo canina pelo virus da CC
surgiram ha mais de 50 anos (Harder e
Osterhaus, 1997). Desde entdo, utiliza-se a
mesma vacina na protecdo de cdes em todo o
mundo. Varios relatos, porém, ¢ estudos
epidemioldgicos  revelaram  aumento  na
incidéncia da infecgdo por este agente tanto em
caes vacinados como em ndo vacinados (Jozwik
e Frymus, 2002). Varios estudos evidenciaram
diferencas antigénicas entre amostras vacinais e
selvagens (Ohashi et al., 1998; Haas et al., 1999;
Hashimoto et al., 2001; Negrao et al., 2006).

No Brasil, a epidemiologia do virus da CC ¢
muito pouco estudada. Um estudo
epidemioldgico realizado no Rio Grande do Sul
revelou que 11,7% dos animais submetidos a
necropsia tiveram sua morte relacionada a
infeccdo pelo virus da CC (Headley e Graga,
2000). Os sintomas clinicos da cinomose canina
(CC) s2o semelhantes aos de varias outras
doengas caninas como hepatite, parvovirose,
leptospirose, toxoplasmose e raiva, dificultando
seu diagnostico clinico. Faz-se, entdo, necessario
um teste confirmatorio eficaz para o diagnostico
laboratorial dessa doenga.

Tradicionalmente, a CC vem  sendo
diagnosticada por técnicas de isolamento viral,
imunofluorescéncia e soroneutralizagdo. Essas
técnicas, entretanto, demandam demasiado
tempo para analise e amostras com grande
quantidade de particulas virais. O isolamento
viral necessita de particulas viadveis para o
sucesso do isolamento. As técnicas moleculares
podem fornecer resultados confiaveis e rapidos
na detecgdo do virus da CC devido as suas altas
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sensibilidade e especificidade, ndo necessitando
a presenga de particulas viaveis nas amostras.
Diversos estudos com o uso da RT-PCR foram
relatados, onde foram utilizados
oligonucleotideos direcionados para diferentes
genes do virus da CC, principalmente da
fosfoproteina, da  hemaglutinina e da
neuraminidase (Frisk et al., 1999; Rzezutka e
Mizak, 2002; Shin et al., 2004). No Brasil,
estudos sobre a utilizagdo de RT-PCR para o
diagnéstico de infecgdo pelo virus da cinomose
canina, com o emprego de oligonucleotideos
desenhados a partir da seqiiéncia do gene que
codifica a nucleoproteina do virus da CC, foram
realizados por Gebara et al., 2004; Negrdo et al.,
2006; Negrao et al., 2007.

O objetivo deste trabalho foi testar uma técnica
de RT-PCR para a deteccdo de CDV com
oligonucleotideos direcionados para seqiiéncias
dos genes P, H ¢ N do virus, pelo uso de
amostras vacinais para sua padroniza¢do com
subseqiiente analise por endonucleases de
restricdo para confirmar sua especificidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas tr€s amostras vacinais de virus
da CC: Lederle', Snyder Hill (ATCC VR-526) e
Rockborn® (gentilmente cedida pelo Dr. Franz
Rijsewijk); trés amostras virais (chamadas de
SNC 1, SNC 2 e SNC 3) de cées infectados por
virus da CC provenientes da regido urbana de
Londrina, PR, diagnosticados por analise
histologica de material de cérebro, cerebelo e
bexiga e pela técnica de RT-PCR (amostras
gentilmente cedidas pelo Dr. Amauri Alfieri, do
Laboratério de Virologia Animal-Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina, Parand). Essas amostras foram
cultivadas e mantidas em células de linhagem de
rim canino (MDCK) (ATCC CCI-34),
suplementadas com meio essencial minimo’
(MEM) ¢ 7% de soro fetal bovino® (SFB), com
enrofloxacina’ (10U/ml); um isolado de virus
Parainfluenza bovino tipo 3 (SF-4) (gentilmente
cedido pela Dra. Silvia Sardi da Universidade
Federal da Bahia) e quatro amostras virais
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isoladas no Instituto de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor (IPVDF) a partir de cérebros
de cdes com sintomatologia sugestiva de CC
(amostras L1, L2, L3 e L4), cultivadas e
mantidas em células MDCK suplementadas com
MEM e SFB, com enrofloxacina (10U/ml). Além
dessas amostras, para se testar a especificidade
da técnica de RT-PCR, foram utilizadas cinco
amostras virais: Herpesvirus bovino tipo 1
(BHV-1), (gentilmente cedida pelo Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Balcarce,
Argentina); virus influenza A eqiiino (FLU,
A/Equine/miami/1/73-H7N7) (gentilmente
cedida pela Dra. Marilda M. Siqueira do
Laboratorio de Virus Respiratdrio e Sarampo da
Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro);
amostras com virus do sarampo, caxumba e
rubéola® (vacina triplice SCR) e amostra de
Parvovirus (PAR) (ATCC VR-2209). Para
multiplicagdo viral foram utilizadas MDCK
cultivadas em MEM e suplementadas com SFB®,
com enrofloxacina’ (10U/ml). O célculo da
DICCso/ml (dose infectante para 50% dos
cultivos celulares) foi efetuado pelo método de
Reed e Miiench (1938). Os estoques de virus
foram produzidos pela inoculagdo dos cultivos
com uma multiplicidade de infecc¢ao entre 0,1 e
1,0 e coletados quando o efeito citopatogénico
(ECP) atingiu aproximadamente 90% da
monocamada celular. Apos esse periodo, os
cultivos foram congelados a -70°C, clarificados
por centrifugacdo a baixa velocidade e o
sobrenadante dividido em aliquotas ¢ estocado a
-70°C até o momento de uso.

Com o auxilio do software Vector NTI 4.0
(InforMax, Inc.) foram desenhados quatro pares
de oligonucleotideos iniciadores: dois para o
gene da fosfoproteina (P1 e P2), um para a
nucleoproteina (N1) e um para a hemaglutinina
(H1). Além desses, foram seclecionados dois
pares de oligonucleotideos (EXT e INT) que
amplificam uma regido homodloga do gene P dos
Morbillivirus (Barret, 1987; Rzezutka e Mizak,
2002). Na Tab. 1 encontram-se as seqiiéncias dos
oligonucleotideos utilizados para amplificar os
genes de P, N e H.

Todo o material utilizado na extracdo de RNA
total foi tratado com dietilpirocarbonato 0,1%
(DEPC) por 12 horas e autoclavado. Para

Glaxo Smith Kline Biologicals S/A, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil
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extragio de RNA total utilizou-se Trizol® LS?,
cujo protocolo de extragdo foi realizado
conforme as instrugdes do fabricante. A
concentragdo ¢ a pureza do RNA total foram
estimadas por espectrofotometria’, de acordo
com metodologia descrita por Sambrook et al.
(1989).

Para a sintese do cDNA foram utilizados a
enzima transcriptase reversa M-MLV® e inibidor
de RNAse®, segundo as instrugdes do fabricante.
Foi utilizado como branco, nessa etapa, RNA de
CDV submetido as mesmas condigdes de
transcrigdo reversa, com exce¢do da enzima M-
MLV. As reagoes de amplificacdo foram
realizadas em tubo com um volume final de 25pl
com a seguinte composi¢do: 2,5ul de cDNA,
14,7ul de agua autoclavada (MILLI-Q), 1pl de
albumina sérica bovina (0.8pg/ul), 1 mM de cada
dNTP® (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), MgCl,
2mM, tampao Tag 1x (200mM Tris-HCI pH 8,4,
500 mM KCI), 40nM de cada oligonucleotideo
senso e reverso ¢ lU da enzima Tag DNA
Polimerase®. As reagdes foram efetuadas em
termociclador Mastercycler Personal’ com um
total de 35 ciclos, sendo um minuto por etapa.
Como controles positivos foram utilizadas as
cepas vacinais e como controles negativos, tubo
com cDNA de células MDCK néo infectadas e
tubo com todos os reagentes com excecdo de
cDNA.

Para visualizagdo dos fragmentos de DNA foi
realizada eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TBE pH 8.4 (TRIS 50 mM, acido borico
67mM, EDTA 1mM) corado com brometo de
etidio (0,5ug/ml) e posterior visualizag@o sob luz
ultravioleta'®. Utilizou-se marcador molecular de
DNA ladder 1Kb®.

As condigdes Otimas de temperatura de
pareamento, concentracdo de reagentes e de
DNA para a RT-PCR foram testadas utilizando-
se a amostra vacinal Lederle como controle. O
teste de sensibilidade foi efetuado pelo emprego
da  amostra  vacinal Lederle mediante
quantificagdo do ¢cDNA por espectrofotometria
(Sambrook et al., 1989) e diluigdes posteriores
(1:10) em agua MILLI-Q. Para se testar a

"Ultrospec® II - LKB Biochrom, Cambridge, Inglaterra
$Invitrogen Life Technology, Carlsbad, CA, EUA
Eppendorf Scientific Inc. - Westbury, EUA

'"FGTI-88 Fisher Scientific - Atlanta, EUA
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especificidade, além da amostra Lederle, foram
incluidas amostras de outros virus (SF-4, BHV-1,
FLU, PAR) e da vacina triplice SCR. As reagdes
de amplificagdo foram efetuadas nas mesmas
condigdes previamente descritas. Como controles
negativos, foram incluidos tubo com cDNA de
células MDCK nao infectadas e tubo com todos
os reagentes com excecdo de cDNA. Para testar a
reprodutibilidade da técnica foram feitas cinco
reacdes de amplificagdo com o oligonucleotideo
P1, efetuadas pela mesma pessoa ¢ no mesmo
dia, pelo uso da amostra de cDNA (100ng/ul)
obtida a partir da amostra Lederle.

Pela analise de seqiiéncias do virus da CC de
canideos, obtidas no GENE BANK (numero de
acesso AY386316), foi observado um mapa de
restricdo para cada um dos trés pares de
oligonucleotideos e selecionadas as seguintes
enzimas: para H1 foram utilizadas as enzimas
EcoRI'' ¢ EcoRV'?; para P1 as enzimas Aval® e
Pvull"? ¢ para o oligonucleotideo N1 a enzima
Aval® e Ncol .

Apés otimizagdo da PCR, os amplicons dos
oligonucleotideos Pl1, NI e HI foram
quantificados por espectofotometria e
submetidos a clivagem pelas endonucleases de
restricdo, de acordo com as instru¢des dos
fabricantes. O material foi incubado por uma
hora a 37°C e os produtos clivados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a
1%, em tampao TBE pH 84 (TRIS 50 mM,
acido borico 67 mM, EDTA 1 mM), corado com
brometo de etideo (0,5ul/ml) e visualizado sob
luz ultravioleta. Foram comparadas a amostra
vacinal Lederle e as amostras SNC1, SNC2 ¢
SNC3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, todos os oligonuclotideos H1, P1,
P2 e N1 foram testados em temperaturas de
pareamento que oscilaram de 46 a 58°C, com
concentragoes de MgCl, variando de 1 a 3mM.
Apos os testes iniciais foram estabelecidas as
temperaturas Otimas para cada par de
oligonucleotideos, como indicado na Tab. 1.

1 Promega-Madison, Wisconsin, EUA
'2 Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia
"> New England Biolabs-Ipswich, MA, EUA
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Utilizando-se a amostra vacinal Lederle como
amostra padrdo para RT-PCR, com os
oligonucleotideos P1, N1 e H1 visualizaram-se
fragmentos de 1052, 859 e  730pb,
respectivamente (Fig. 1). Resultados semelhantes
foram obtidos quando foram testadas as amostras
vacinais ROCK e SH (resultados ndo mostrados).
Amplicons especificos para o gene NP do virus
da CC foram obtidos anteriormente (Shin et al.,
1995; Frisk et al., 1999; Rzezutka e Mizak, 2002;
Scagliarini et al., 2003). A PCR efetuada com o
oligonucleotideo P2 ndo apresentou fragmento
amplificado de 771pb esperado, mesmo quando
testado em diferentes temperaturas de
pareamento sendo, por isso, descartado.

Em relagdo a sensibilidade da técnica de RT-
PCR, os resultados foram melhores quando
foram utilizados os oligonucleotideos P1 e N1,
que amplificaram fragmentos especificos até as
concentragdoes de 16,5 e 15,3pg/ul de cDNA,
respectivamente. Com o oligonucleotideo H1 se
obteve amplificagdo até 1,88ng/ul (Fig. 1).
Utilizando um par de oligonucleotideos para o
gene P, Rzezutka e Mizak (2002) avaliaram a
sensibilidade da RT-PCR com a cepa
Onderstepoort e obtiveram um titulo de 1
DICTs,. Experimentos que avaliaram a
sensibilidade da técnica de RT-PCR para o virus
da CC revelaram que uma célula Vero infectada
ou 200 copias de cDNA sdo suficientes para
obter produtos de amplificagdo (Shin et al.,
1995). Estudo de Frisk et al. (1999) com
oligonucleotideos para o gene NP demonstrou a
presenca de amplicons especificos na RT-PCR
em 86% de amostras séricas e 88% de amostras
de fluido cefalorraquidiano coletados de caes
com cinomose, salientando que a sensibilidade
da reagdo era dependente dos oligonucleotideos
usados, além da possibilidade da influéncia de
RNases endogenas e quantidade insuficiente de
RNA viral utilizada. A menor sensibilidade do
olignonucleotideo H1 poderia ser explicada pelo
fato de que, aparentemente, durante a infecc¢do
por Morbillivirus, ocorre um gradiente de
produgdo de RNAm com concentragdes
descrescentes no sentido do gene N ao gene H
(Harder e Osterhaus, 1997).
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Tabela 1. Caracteristicas principais dos oligonucleotideos utilizados na RT-PCR. O fragmento
amplificado esta representado em pares de base (pb)

Fragmento Ay
Nome Seqiiéncia (5°-3") Orientagdo liFsyene  (Ca amplificado l‘iefererzcm
de pareamento  alvo @) bibliografica
P1* TGCCTCAAAGCCCTCAG . . Neste
CCTCAATCGTGGAAATAGC Senso anti-senso 2°C P 1052 trabalho
p2* GAGATTCAAGAGGTCAG . N Neste
TTCTGGGTCATCTTTGC Senso anti-senso 30°C. P m trabalho
NI*  TCGGAGATGAGAAGGTGG Senso anti-senso 5300 N 459 Neste
TTTGGGTGTCATAGCGTG : : trabalho
EXT* GGATGTGGAGAACGCAATAC ‘ Rzezutka e
GGAGGTCTCTCAATAGTTGA  Senso anti-senso 55°C. p 1069 Mizak, 2002
INT**  ATGTTTATGATCACAGCGGT Senso anti-senso s0°C P 49 Barret, 1993
ATTGGGTTGCACCACTTGTC )
HI*  AATTTAGCAGATTGCTGAAAG ¢ e . u 730 Neste
TGTGAACCACTGCTGTCAT NSO anti-senso trabalho

Sintese de oligonucleotideonucleotideos:* IDT, Integrated DNA Technologies, INC.**Invitrogen™ Life Technologies.

Genes alvo: P-fosfoproteina, N-nucleoproteina, H-hemaglutinina.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela técnica de RT-PCR obtidos com
oligonucleotideos para os genes da hemaglutinina (H1), neuraminidase (N1) e fosfoproteina (P1) do virus da
cinomose canina para a determinagdo da sensibilidade, com o emprego da amostra Lederle. Os valores estdao
expressos em ng/pl. H1: B=1875; C=187,5; D= 18,75; E= 1,875; F=0,1875. N1: J=153,7; K= 15,37; L= 1,537; M=
0,1537; N=0,01537; O=0,001537. P1: R=1650; S= 165,0; T= 16,50; U= 1,65; V= 0,165; X= 0,0165. Colunas A, I,
Q representam marcador molecular de 1Kb (Invitrogen™Life Technology). As setas indicam o tamanho dos

fragmentos em pares de base.

Na Fig. 2 sdo mostrados os resultados dos testes
de especificidade da PCR com a utilizagdo dos
oligonucleotideos P1, N1 e H1 diante da amostra
vacinal Lederle, usada como controle positivo, e
cinco amostras de outros virus. Pode-se verificar
a presenga dos fragmentos especificos
amplificados com os trés oligonucleotideos para
a amostra Lederle, ndo havendo amplificagdo de
fragmentos especificos para outros virus
testados, apesar de ter ocorrido amplificacdo
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inespecifica de um fragmento de
aproximadamente 150pb com o oligonucleotideo
H1 em relacdo a cepa BHV-1. Nas condigdes
utilizadas no presente trabalho, estes resultados
evidenciam a especificidade dos
oligonucleotideos selecionados mesmo que dois
pares (EXT e INT) amplifiquem uma regido do
gene P, homologa entre os membros do grupo
Morbillivirus. Estes resultados foram
confirmados pela andlise dos fragmentos de
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restrigdo  obtidos  apdés  clivagem  com
endonucleases (Fig. 3 ¢ 4). Gebara et al. (2004)
utilizaram oligonucleotideos desenhados a partir
de seqiiéncia do gene que codifica a
nucleoproteina do CDV e avaliaram a
especificidade da técnica apds clivagem do
fragmento amplificado de 287pb com a enzima
Hinf 1, que produziu dois fragmentos esperados
de 227 e 60pb. Outros autores confirmaram a
especificidade da técnica de RT-PCR para o gene

Hl

H J

A B C

b

_ I

p L ',' i

DE F G

N1

K LMN O P

il

NP (Frisk et al., 1999) e gene P (Rzezutka e
Mizak, 2002) do CDV por Southern blot.

Nas condicdes testadas neste estudo, utilizando-
se cDNA da amostra Lederle e oligonucleotideos
P1, a técnica de RT-PCR se mostrou
reprodutivel, sendo possivel a visualizacdo dos
fragmentos com intensidade similar nos cinco
testes realizados (resultados ndo mostrados).

P1

Q RS TU

@

il

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela técnica de RT-PCR obtidos com
oligonucleotideos para os genes da hemaglutinina (H1), neuraminidase (N1) e fosfoproteina (P1) do virus da
cinomose canina para a determinagdo da especificidade, utilizando-se a amostra Lederle e cinco amostras virais.
Colunas B, 1, P: Influenza A; colunas C, J, Q: parainfluenza; colunas D, K, R: Herpesvirus bovino; colunas E, L, S:
virus de sarampo, caxumba e rubéola (vacina triplice); colunas F, M, T: parvovirus; colunas G, N, U: controle
positivo (amostra Lederle). Colunas A, H, O: marcador molecular de 1Kb (Invitrogen™Life Technology). As setas

indicam o tamanho dos fragmentos em pares de base.

Na Fig. 3 sdo mostrados os padrdes de clivagem
da amostra vacinal Lederle, obtidos com os
oligonucleotideos P1, N1 e H1 e as enzimas Eco
RI, Eco RV, Ava I, Pvu II e Nco I. Verificou-se
clivagem dos amplificados de DNA obtidos com
os oligonucleotideos P1 e N1, que originaram
produtos com tamanho esperado, com excegdo
do segundo fragmento obtido com a enzima
Pvull no amplicon P1, que foi maior do que o
tamanho esperado de 480pb. No amplicon de H1
pode-se observar a clivagem com a enzima
EcoRI, com obtencdo dos fragmentos esperados
de 550 e 180pb, respectivamente, sem ocorrer
clivagem em relagdo a enzima EcoRV.
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Com o padrdo de restricdo da amostra vacinal
Lederle estabelecido, foram  realizados
experimentos similares com os isolados SNCI,
SNC2, e SNC3. Na Fig. 4 sdo apresentados os
resultados das analises de restricdo dos
amplicons P1, N1 e H1 do isolado SNCI1 com
diferentes enzimas. Houve similaridade entre os
padrdes dos trés isolados analisados e o da
amostra Lederle, com algumas diferengas no
tamanho de alguns fragmentos que podem ser
devidas a pequenas varia¢des ocorridas durante a
execugdo das técnicas.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela técnica de RT-PCR obtidos com
oligonucleotideos para os genes da hemaglutinina (H1), neuraminidase (N1) e fosfoproteina (P1) do virus da
cinomose canina e dos fragmentos de restri¢do dos amplicons clivados com diferentes enzimas de restri¢do (amostra
Lederle). P1: B= Aval, C= Pvull. D= no clivado; N1: F= Ncol, G= Aval, H= nio clivado; H1: J= EcoRI, K= EcoRV,
L= ndo clivado. As colunas A, E e I representam o marcador molecular de 100 pares de base (pb) (Invitrogen™Life
Technology). Valores indicados pelas setas estdo expressos em pb.

730

600

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela técnica de RT-PCR obtidos com
oligonucleotideos para os genes da hemaglutinina (H1), neuraminidase (N1) e fosfoproteina (P1) do virus da
cinomose canina e dos fragmentos de restricdo dos amplicons clivados com diferentes enzimas de restrigdo (isolado
SNC 1) . P1: B= Pvull, C= Aval. D= ndo clivado; N1: E= Ncol, F= Aval, G= ndo clivado; H1: H= EcoRI, 1= EcoRV,
J=nio clivado. Coluna A representa o marcador molecular de 100 pares de base (pb) (Invitrogen™Life Technology).
As setas indicam o tamanho dos fragmentos em bp.
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Pequenas diferengas no tamanho dos fragmentos
que foram observadas em relacdo ao amplicon
H1 poderiam ser devidas a variabilidade do gene
H que ¢ responsavel pelas caracteristicas
antigénicas do virus; essa variabilidade tem sido
utilizada na diferenciacdo de cepas de CDV
(Carpenter et al., 1998; Mochizuki et al., 1999;
Iwatsuki et al., 2000; Negrao et al., 2006). Por
estar submetido a pressdo do sistema imune do
hospedeiro, o gene da hemaglutinina é o menos
conservado dentre todos os genes do CDV
(Hashimoto et al., 2001).

Em relagdo a enzima Eco RV, sua utilizagdo em
analises do gene da hemaglutinina ¢ baseada no
trabalho de Ohashi et al. (1998) que propdem o
uso dessa enzima para diferenciar as amostras
vacinais (mais antigas) das selvagens recentes.
Nas vacinais ndo ocorre a clivagem enzimatica.
Amostras recentes, entretanto, isoladas do
ambiente, possuem sitios de clivagem para essa
enzima. Os autores propdem seu uso para rapida
identificagdo molecular de amostras isoladas do
ambiente. De acordo com esse critério, as
amostras analisadas neste estudo seriam
selvagens antigas, uma vez que para o amplicon
H1 houve clivagem somente com a enzima Eco
RI e ndo com Eco RV. A enzima Ssp I foi
utilizada para diferenciar infecgdes causadas por
amostras selvagens do virus de CC das vacinais
(Uema et al., 2005). Seria interessante realizar
um estudo com maior nimero de amostras
colhidas de animais de diferentes regides do
Brasil para se avaliar a utilidade dessas técnicas
de RFLP na diferenciacdo das amostras do virus
da CC no Pais.

Apds otimizagdo da RT-PCR com a amostra
vacinal Lederle, foram analisadas as amostras
SNC1, SNC2 e SNC3, utilizando-se os
oligonucleotideos P1, N1 e HI. Foram
observados fragmentos amplificados de 1052,
859 ¢ 730pb, respectivamente, similares aos
verificados com a amostra Lederle (resultados
ndo mostrados), indicando que estas amostras
sdo virus da CC. Tais amostras ja haviam sido
identificadas por Gebara et al. (2004) como
sendo virus da CC, embora os autores tenham
utilizado na RT-PCR oligonucleotideos para a
nucleoproteina do virus da CC, cujo resultado foi
um produto amplificado de 287pb.

As amostras provenientes de cdes com
sintomatologia sugestiva de CC (L1, L2, L3 e
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L4), apo6s cultivo e produgdo de efeito
citopatogénico em células MDCK, nédo
apresentaram amplificagdo com 0s
oligonucleotideos P1, N1 e H1 ou mesmo com o0s
oligonucleotideos universais (EXT e INT) para
Morbillivirus. Isto sugere que o quadro clinico
apresentado pelos cdes ndo foi causado por
infec¢do com virus da CC.

Embora a sensibilidade ¢ a especificidade da RT-
PCR sejam influenciadas pelo tipo de
oligonucleotideo  selecionado, dentro  das
condigdes utilizadas neste estudo, os resultados
mostraram que esta ¢ uma técnica confiavel para
a detecgdo do virus da CC.

Concluindo, a técnica de RT-PCR mostrou-se
eficiente para a detec¢do do virus da CC em
amostras virais cultivadas em células MDCK.
Apesar do pequeno numero de amostras
analisadas, a técnica de RFLP poderia ser 1til na
caracterizag¢do de amostras do virus da CC.
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