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RESUMO

A presenga do virus da cinomose canina (CDV) foi avaliada pela reagdo em cadeia da polimerase,
precedida de transcri¢@o reversa (RT-PCR), em 87 amostras de urina de cdes que apresentavam sinais
clinicos sugestivos de cinomose. Os animais foram distribuidos em trés grupos. No grupo A foram
incluidos 41 cdes com alteragdes sistémicas; no grupo B, 37 cées com alteragdes neuroldgicas; e no grupo
C, nove caes com alteragdes sistémicas e neurologicas simultaneas. O grupo D (controle) foi composto
por 20 cdes assintomaticos. Os resultados da RT-PCR foram correlacionados com a forma clinica da
infecg¢@o e com as alteragcdes hematologicas encontradas. Foi possivel a amplificagdo parcial do gene da
nucleoproteina do CDV em 41 (47,1%) das 87 amostras de urina provenientes de caes com sinais clinicos
sugestivos de cinomose. Todas as amostras obtidas de animais assintomaticos foram negativas na RT-
PCR. Amostras positivas foram encontradas nos trés grupos de animais com sinais clinicos na propor¢ao
de 51,2% (24/41), 29% (11/37) e 100% (9/9) para os grupos A, B e C, respectivamente. A leucocitose foi
a alteragdo hematologica mais freqiiente nos trés grupos de cdes com sinais clinicos porém, ndo foi
possivel estabelecer correlagdo entre o resultado da RT-PCR e as alteragcdes hematologicas. Os resultados
demonstraram que, independente da forma de apresentagdo clinica, a técnica da RT-PCR realizada em
urina pode ser utilizada no diagndstico ante mortem da infecgdo pelo CDV.
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ABSTRACT

The urine of 87 dogs with clinical signs suggestive of canine distemper was analyzed by RT-PCR for
detection of canine distemper virus (CDV) nucleoprotein gene. The samples were allotted to the following
groups: group A- with 41 dogs with systemic symptoms, group B- with 37 dogs with neurological signs,
and group C- with 9 dogs with simultaneous systemic and neurological clinical signs. Group D (control)
included 20 assymptomatic dogs. A ¥ was used to test RT-PCR results according to clinical form and
hematological characteristics. The RT-PCR was positive for CDV in 47% (41/87) of the urine samples
from dogs with clinical signs. All samples from assymptomatic dogs were RT-PCR negatives. Positive
samples were found in all groups of dogs with distemper symptoms according to the following
propositions: 51.2% (21/41), 29% (11/37) and 100% (9/9) for groups A, B and C, respectively. In all
clinical forms (groups A, B and C) leucocytosis was the most frequent observed hematological alteration.
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No relationship between RT-PCR results and hematological changes was observed. The results showed
that independently of the clinical stage of the illness the RT-PCR based on urine sample can be applied

for ante mortem diagnosis of CDV.

Keywords: canine distemper, canine distemper virus, urine, RT-PCR

INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (canine distemper
virus—CDV), classificado no género
Morbillivirus da familia Paramixoviridae (Van
Regenmortel et al., 2000), ¢ um virus RNA fita
simples de polaridade negativa, considerado um
dos mais importantes patdgenos de cdes jovens e
adultos em todo mundo (Appel e Summers,
1995; Frisk et al. 1999).

Os sinais clinicos da cinomose canina podem
variar de acordo com a viruléncia da estirpe viral
infectante, com o estado imunoldgico e com a
idade dos cdes. Com maior freqiiéncia sdo
observadas alteracdes oculares, respiratorias,
gastrointestinais e neurologicas. Esses sinais
podem, isoladamente ou em associacdo, ser
encontrados em outras doengas infecciosas,
dificultando o diagnostico clinico (Rude, 1987;
Shell, 1990; Tipold, 1995).

Exames complementares como hemograma,
analise do liquor, exame radiografico e métodos
sorologicos também ndo possibilitam a
realizacdo do diagnostico diferencial conclusivo
da infeccdo pelo CDV em cédes (Appel e
Summers, 1999; Moritiz et al., 2000). A pesquisa
de corptisculos de inclusdo do CDV, em células
de secregdes e em neutréfilos circulantes, é
considerada uma forma de diagndstico
conclusiva, porém constitui uma alteragdo pouco
freqiiente. Nos casos negativos o diagndstico
torna-se  inconclusivo, impossibilitando a
exclusdo do CDV como causa primaria dos
sinais clinicos (Motohashi et al., 1969; Jones et
al., 2000).

Como as lesdes induzidas pelo CDV no sistema
nervoso  central  (SNC) sfo  bastante
caracteristicas, a histopatologia ¢ uma técnica
que pode ser utilizada como diagndstico
definitivo dessa virose. Este procedimento
constitui um diagndstico post mortem, nao
permitindo o diagndstico precoce e ante mortem
da infecgdo (Carlton e McGavin, 1998; Jones et
al., 2000).
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Os métodos que empregam a biologia molecular,
e em particular a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), tém contribuido com o diagnéstico
etiologico de diversas viroses em animais. As
principais vantagens dessa técnica, precedida por
uma etapa de transcrig¢@o reversa (RT-PCR), para
os virus RNA incluem a rapidez na obtengao dos
resultados, a ndo exigéncia da infecciosidade da
particula viral e os altos niveis de sensibilidade e
especificidade. A RT-PCR tem sido empregada
com sucesso na deteccdo do CDV em diferentes
tipos de amostras biologicas como sangue, soro,
urina e fragmentos de 6rgdos (Shin et al., 1995;
Frisk et al., 1999; Saito, 2001; Gebara et al.,
2004).

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a
técnica da RT-PCR para a detecgdo do CDV em
urina de cdes com sinais clinicos sugestivos de
cinomose e correlacionar os resultados com a
evolugdo clinica e alteragdes hematologicas.

MATERIAL E METODOS

A estirpe Rockborn do CDV, amplificada em
cé¢lulas MDCK (Madin Darby canine kidney)
mantidas em meio minimo essencial Eagle’s', foi
utilizada como controle positivo na técnica da
RT-PCR.

No periodo de janeiro a dezembro de 2001 foram
colhidas 87 amostras de urina de caes com sinais
clinicos sugestivos de cinomose e 20 amostras
colhidas de caes assintomaticos atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual
de Londrina e em clinicas veterinarias do
municipio de Maringd, regido Norte do Estado
do Parana. A evolugdo clinica dos animais foi
acompanhada por 15 dias. Os cdes foram
distribuidos em quatro grupos constituidos por: 1)
grupo A- 41 cades com alteragdes clinicas
sistémicas; ii) grupo B- 37 cdes com alteragdes
clinicas neuroldgicas; iii) grupo C- nove cées que
apresentaram simultaneamente alteragdes
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clinicas sistémicas e neuroldgicas; e iv) grupo D-
20 caes assintomaticos que constituiram o grupo-
controle.

As amostras de urina, colhidas por micgao
espontanea em frasco estéril ou por meio de
sonda uretral em seringa plastica estéril, foram
processadas imediatamente apds a colheita ou
armazenadas a 4°C por no maximo 48h. Para a
realizagdo do hemograma foi colhida uma
aliquota de aproximadamente Sml de sangue com
anticoagulante (EDTA 10%), em frasco estéril.
Os exames foram realizados em analisador
hematolégico automatico’. O hemograma foi
interpretado de acordo com os parametros
descritos por Feldman et al. (2000).

A extragdo do RNA do CDV foi realizada a
partir de uma aliquota de 300ul de urina de
acordo com o método da silica / tiocianato de
guanidina descrito por Boom et al. (1990). O
acido nucléico foi eluido a 56°C/15min em 40ul
de agua ultrapura autoclavada, tratada com 1ul
(26 unidades/pl) de inibidor de RNAse®. Como
controle negativo, aliquotas de agua ultrapura
autoclavada foram incluidas em todas as
extragdes.

Para a realizagdo da RT-PCR foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores CDV1 (+) [5’-aca
gga ttg ctg agg acc tat-3’, nt 769-789] e CDV2 (-
) [5’-caa gat aac cat gta cgg tgc-3’°, nt.1055-
1035] (Frisk et al., 1999), que amplificam um
produto de 287 pares de bases (pb) do gene que
codifica a nucleoproteina do CDV.

A transcricdo reversa foi realizada com 9ul de
RNA e 20pmol do iniciador CDV1 que foram
desnaturados a 70°C por 10min e imediatamente
transferidos para banho de gelo por Smin.
Posteriormente, foi adicionada a solugdo RT-
MIX constituida de 0,2mM de cada dNTP', 1x
tampao-PCR (20mM Tris-HCI pH 8,4 ¢ 50mM
KCD, 1,5mM MgCl,, 100 unidades da enzima
M-MLV reverse transcriptase' e agua ultrapura
autoclavada para o volume final de 20ul. Apds
homogeneizagio, a solugdo foi incubada a 42°C
por 30min, seguida da inativacdo da enzima a
70°C por 10min.

2MS4 - MELet SCHLOESING Laboratories, Troisdorf, GE
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Para a reacdo da PCR foram utilizados 5ul do
cDNA, 20pmol de cada um dos iniciadores
(CDV1 e CDV2), 02mM de cada dNTP, Ix
tampao-PCR (20mM Tris-HCI pH 8,4 ¢ 50mM
KCD, 1,5mM de MgCl,, 2,5unidades de Tagq
DNA polymerase, recombinant' ¢ agua ultrapura
autoclavada para o volume final de 50ul. A
reacdo foi realizada em termociclador®,
utilizando as seguintes condi¢des de tempo e
temperatura: i) uma etapa de desnaturacao inicial
a 94°C por 1min; ii) 40 ciclos de 94°C por 1min,
59°C por 2min e 72°C por 1min; iii) uma etapa
de extensdo final a 72°C por 7min. Todas as
reagdes foram realizadas na presenca de
controles negativos da extracdo do Aacido
nucleico e do sistema de PCR, representados por
urina de cdes assintomdticos e dgua ultrapura
autoclavada.

Os produtos amplificados pela RT-PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% em tampao TBE pH 8,4 (Tris 89mM, acido
borico 89mM, EDTA 2mM), sob voltagem
constante (90V) por aproximadamente 45min. O
gel foi corado em solugdo contendo 0,5pg/ml de
brometo de etideo e visualizado sob Iluz
ultravioleta.

A especificidade dos produtos amplificados na
RT-PCR foi avaliada pela analise do perfil de
restricdo com a enzima Hinf I (10 unidades/ pl)l,
selecionada por meio da analise da seqiiéncia do
CDV (GenBank: n° de acesso NC 001921) pelo
sofiware  Gene Runner (disponivel em
http://www.generunner.com). A clivagem dos
amplicons foi realizada de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Os fragmentos
obtidos foram também  analisados por
eletroforese em gel de agarose como descrito
anteriormente.

Para avaliar as diferengas entre as propor¢des de
amostras positivas e negativas para o CDV entre
os grupos de cdes que manifestaram as formas
clinicas sistémica e neuroldgica e a associag@o
entre formas sist€mica e neuroldgica, utilizou-se
o teste do qui-quadrado (x?) com nivel de
significdncia de 5%. Para a realizagdo dos
célculos estatisticos foi empregado o programa
Epilnfo 6,04b (Dean et al., 1997).

*MJ Research Co. Water Town, MA, EUA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 87 amostras de urina (grupos A, B ¢ C),
provenientes de c@es com sinais clinicos
sugestivos de cinomose, a RT-PCR detectou 41
(47,%) amostras positivas para o CDV (Tab. 1).

controle (grupo D), obtidas de cées
assintomaticos, foram negativas. A Fig. 1 mostra
o produto de cDNA amplificado (287pb) a partir
de amostra de urina positiva pela RT-PCR e os
fragmentos de 60pb e 227pb gerados pela
clivagem com a endonuclease Hinf L.

As 20 (100%) amostras de urina utilizadas como

Tabela 1. Resultados da técnica da RT-PCR para a detecgdo do gene da nucleoproteina do virus da
cinomose canina em urina de cdes com diferentes formas clinicas da infec¢ao

oo . RT-PCR
Grupo Forma clinica Amostra analisada Positiva (%) Negativa (%)
A Sistémica 41 21 (51,2)A 20 (48,8)
B Neurologica 37 11 (29,7A 26 (70,3)
C Sistémica e neurologica 9 9 (100,0)B -
Total 87 41 (47,1) 46 (52,9

Resultados seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste do % (P<0,05).

369 pb —»

246 pb —» <«—287pb

<«—— 227 pb

123pb —» B

<«——60pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio, dos produtos da amplificagdo
parcial do gene da nucleoproteina do virus da cinomose canina, obtidos pela técnica da RT-PCR realizada
em urina de cdes com sinais clinicos de cinomose, ¢ dos fragmentos do cDNA clivado com a enzima de
restrigdo Hinf 1. Canaleta 1. Padrdo de tamanho molecular de 123 pb (Invitrogen™Life Technology,
EUA); Canaletas 2 e 3. Estirpe Rockborn do virus da cinomose canina (controle positivo), ndo clivada (2)
e clivada com a enzima Hinf 1 (3); Canaletas 4, 6 ¢ 8. Amostras de urina de cdes com sinais clinicos
sugestivos de cinomose canina nas formas sistémica (4), neuroldgica (6) e sist€émica/neuroldgica
simultaneas (8); Canaletas 5, 7 ¢ 9. Amostras de urina referentes as canaletas 4, 6 e 8, clivadas com a
enzima Hinf 1.

A RT-PCR realizada na urina dos cdes incluidos
no grupo A proporcionou o diagnéstico do CDV
em 51% (21/41) dos animais avaliados. A Tab. 2

apresenta os principais sinais clinicos observados
nos cdes incluidos nesse grupo. Na forma
sistémica da infec¢do pelo CDV os sinais

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.56, n.4, p.480-487, 2004 483



Gebara et al.

clinicos como apatia, anorexia, secre¢do Oculo-
nasal, tosse, vOmito e diarréia, apesar de
inespecificos, sdo considerados freqiientes em
cdes com cinomose (Rude, 1987; Appel e
Summers, 1995). Nessa situagdo, a confirmacdo
do diagnoéstico do CDV possibilita ao clinico a

ado¢do de condutas terapluticas  mais
apropriadas e, particularmente nos casos
negativos, abre a perspectiva da realizagdo de
novas condutas para o esclarecimento do
diagnostico.

Tabela 2. Freqiiéncia dos sinais clinicos encontrados em caes com diagndstico clinico sugestivo de
cinomose, distribuida de acordo com o resultado da RT-PCR para a deteccdo do gene da nucleoproteina

do virus da cinomose canina, realizada em urina

, . . .. Amostra RT-PCR
Forma clinica Sinal clinico . = :
analisada Positiva Negativa
Sistémica Gastroenterite, conjuntivite, secre¢do nasal e tosse 21 11 10
Conjuntivite, secre¢do nasal e tosse 8 3 5
Gastroenterite 7 4 3
Neurologica Convulsdo, ataxia e mioclonia 4 4 -
Apatia e anorexia 5 3 2
Convulsio e ataxia 18 3 15
Convulsao 13 3 10
Mioclonia 2 1 1
Sistémica e neurologica Convulsdo, ataxia, mioclonia, secre¢do 6culo-nasal e tosse 5 5 —
Convulsdo, ataxia, tosse e secre¢do dculo-nasal 4 4 —
Total 87 41 46

Os cdes do grupo B apresentavam alteragdes
neurologicas tais como ataxia, convulsio e
mioclonia (Tab. 2), consideradas caracteristicas
da cinomose canina (Shell, 1990; Zubriggen et
al., 1995; Greene, 1998). Nesse grupo, a RT-
PCR foi positiva em apenas 29,7% das amostras
avaliadas. Outras doengas, infecciosas ou nao,
podem determinar alteracdes neurologicas
semelhantes a cinomose. Nessas situagdes, 0
diagnostico diferencial ¢ fundamental para a
escolha do tratamento adequado, bem como para
a definicdo do prognostico da doenga, uma vez
que, na forma nervosa da cinomose canina, o
prognodstico ¢é reservado sendo, em muitas
situacdes, de acordo com a evolucdo clinica,
indicada a eutanasia.

A diferenga entre as freqiiéncias de positividade
para o CDV encontrada nos cdes com sinais
clinicos sistémicos e neurologicos ndo foi
significativa (P=0,0899 e %’=2.88). Esse
resultado demonstra que, na populagdo estudada
e com a abordagem utilizada, a probabilidade de
um cdo que apresentou sinais clinicos sistémicos
ou neurologicos estar com cinomose canina foi a
mesma.
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No grupo C, constituido por cles que
apresentavam simultaneamente sinais clinicos
sistémicos e neurologicos, foi possivel detectar o
CDV em todas as nove amostras de urina
analisadas (Tab. 2). Apesar de nenhum sinal
clinico ser patognomdnico da cinomose, a
ocorréncia simultdnea de um grupo deles facilita
o diagndstico da doenga (Appel e Summers,
1999). Gebara et al. (2004) também descreveram
a detec¢@o do RNA do CDV a partir de amostras
de urina de cdes com sinais clinicos sistémicos ¢
neurologicos simultaneamente. Comparando-se a
diferenca de freqiiéncia de sinais clinicos entre
os grupos C e A, e os grupos C e B, obteve-se
nivel de significncia para ambas as associagdes
(P=0,0198 ¢ y’=5,43; P=0,0006 ¢ x*=11,83,
respectivamente). Esse resultado demonstra que
nas situagdes onde ocorrem simultaneamente
sinais clinicos sistémicos e neurologicos a
probabilidade da realizagdo do diagnostico
clinico ¢ maior.

Shin et al. (1995) detectaram, por RT-PCR, o
gene da nucleoproteina do CDV em 53,1% das
amostras (n=32) de células mononucleadas
provenientes de cdes com sinais clinicos de
cinomose. Apesar dessa freqiiéncia de
positividade ser bastante proxima a identificada
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no presente trabalho (47,1%), esses autores
utilizaram dois pares distintos de
oligonucleotideos iniciadores, o que torna a
técnica mais laboriosa e de maior custo.

Frisk et al. (1999), ao utilizarem os mesmos
oligonucleotideos iniciadores empregados no
presente trabalho, porém com estratégia de
amplificagdo diferenciada, obtiveram a
freqiiéncia de 88% de animais positivos. Porém,
deve-se ressaltar que nesse trabalho foram
empregadas  apenas  amostras  biologicas
provenientes de cdes com diagndstico de
cinomose confirmado por imunoistoquimica, o
que justifica o maior percentual de positividade.

A leucocitose foi a alteragdo hematoldgica mais
freqiiente nos grupos de cdes com sinais clinicos
(grupos A, B e C). O niimero de leucdcitos totais
nos animais desses trés grupos foi muito
semelhante, independentemente do resultado da
RT-PCR. Outras alteragdes como linfopenia,
leucopenia e anemia foram encontradas em
menor freqiiéncia de ocorréncia. Nos cdes do
grupo D (controle), dois animais apresentaram
anemia e leucocitose, que retornaram a valores
normais 15 dias apds a primeira analise. Estes
achados ratificam as observagdes de que apenas
os dados hematologicos nao sdo suficientes para
a realizagdo de diagnostico diferencial, uma vez
que eles podem ser influenciados por diversos
aspectos tais como a estirpe viral infectante, a
fase de multiplicagdo do virus no momento da
colheita do sangue e a presenca ou ndo de
infecgdes bacterianas secundérias (Axthelm e
Krakowka, 1987; Greene, 1998). A freqiiéncia
das caracteristicas hematoldgicas encontradas
nos 107 cées incluidos neste estudo, distribuida
de acordo com o resultado da RT-PCR, pode ser
visualizada na Tab. 3.

Tabela 3. Freqiiéncia das caracteristicas
hematoldgicas encontradas em cdes com
diferentes formas clinicas sugestivas da infecgao
pelo virus da cinomose canina, distribuida de
acordo com o resultado da RT-PCR

Caracteristica Freqiiéncia / RT-PCR
hematologica Amostra  Positiva (%) Negativa (%)
Leucocitose 58 28 (48,3) 30 (51,7)
Leucopenia 16 7(43,7) 9 (56,3)
Linfopenia 9 5(55,6) 4(44,4)
Anemia 12 5(41,7) 7(58,3)
Nenhuma alteragio 5 3 (60,0) 2 (40,0)
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No periodo de at¢ 15 dias de avaliagdo da
evolucdo clinica seis caes, pertencentes ao grupo
A e que foram positivos na técnica da RT-PCR,
evoluiram para a fase neurologica da doenga,
com sinais de mioclonia e, por solicitacdo dos
proprietarios, foram submetidos a eutanasia.
Ainda nesse periodo, a taxa de mortalidade entre
os cdes com sinais clinicos (grupos A, B ¢ C),
porém negativos na RT-PCR, foi de 17,4%
(8/46). Nos caes negativos do grupo A houve trés
obitos: dois apds gastroenterite hemorragica e
um que desenvolveu pneumonia grave. Nenhum
dos cédes negativos do grupo A apresentou
alteracdes neurologicas. Entre os cdes negativos
do grupo B (26/37), quatro foram submetidos a
eutanasia  por  desenvolverem  alteragdes
neuroldgicas incompativeis com a vida e um
animal veio a 0bito por complicacdes bacterianas
secundarias. A taxa de mortalidade de 58.5%
(24/41) observada nos caes positivos para o CDV
foi significativamente maior (P=0,0002 e
x’=14,06) do que a encontrada nos cies com
resultado negativo na RT-PCR. Entretanto, deve-
se ressaltar que ndo foram realizados testes em
paralelo para a identificacdo de outros agentes
infecciosos que podem ocasionar sinais clinicos
semelhantes aos apresentados pelo cées incluidos
neste estudo.

Todos os animais do grupo controle (D) foram
também avaliados por até 15 dias apos a colheita
de material biologico (urina/sangue) e nenhum
deles apresentou qualquer sinal clinico sistémico
e/ou neuroldgico durante esse periodo.

Exceto nas situagdes em que o animal apresenta
sinais classicos de mioclonia, com freqiiéncia, o
diagnostico, tanto clinico quanto laboratorial, da
cinomose canina € de dificil realizacdo. Em
varios casos o diagnostico clinico ¢é incerto
(Shell, 1990) e alteragdes hematologicas,
bioquimicas e mesmo exames realizados no
liquor podem ndo ser conclusivos (Greene, 1998;
Frisk et al., 1999; Moritiz et al., 2000). Nos casos
de evolugdo subaguda ou cronica a pesquisa de
corpusculo de inclusdo pode ser negativa (Appel
e Summers, 1999) assim como também a
imunofluorescéncia direta (Shin et al., 1995).
Para o diagnodstico ante morten a microscopia
eletronica, apesar de se revelar como um método
util, é de uso limitado. O isolamento do virus em
cultivo celular ndo ¢ uma metodologia freqiiente
de  diagndstico da  cinomose  canina,
particularmente por ser um método laborioso,
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demorado e por apresentar bons resultados
somente em cdes na fase aguda da doenga. O
isolamento do CDV pode ainda apresentar como
fator limitante a interferéncia de anticorpos que
podem estar presentes no material biologico a ser
analisado (Appel e Summers, 1999). A
histopatologia, quando revela  alteragdes
histologicas classicas, ¢ um bom método
diagnostico. Porém, apresenta como
desvantagem a confirmagdo do diagndstico
somente post mortem. Outro método de
diagnostico post mortem da infecgdo pelo CDV é
a imunoistoquimica que apresenta melhores
resultados somente nos casos de viremia, o que
ndo acontece na forma cronica da infecgdo
(Gathumbi, 1993; Moritz et al., 2000).

Meétodos moleculares como a RT-PCR vém
sendo desenvolvidos com o objetivo de
proporcionar o diagndstico de forma rapida e,
principalmente, para contornar os inconvenientes
da ndo sintese de proteinas virais nas formas
subaguda e cronica ou da presenca de anticorpos,
que podem interferir substancialmente na
maioria dos métodos de diagnostico ante
mortem. A RT-PCR pode resultar positiva
mesmo em situagdes em que o isolamento viral e
a imunoistoquimica sdo negativos (Shin et al.,
1995; Appel e Summers, 1999; Frisk et al.,
1999). Apesar de sensivel e especifica, a RT-
PCR pode também ndo excluir a infec¢do. Nesse
caso, os resultados podem sofrer interferéncia de
varios fatores tais como: selecdo da seqiiéncia
alvo de nucleotideos a ser amplificada, método
de extragdo do RNA a ser utilizado,
padronizacdo dos reagentes empregados na
técnica, selegdo do material bioldgico a ser
utilizado para o diagnostico, forma de
conservagdo e tempo de estocagem, uma vez que
trata-se de um virus cujo genoma ¢é constituido
por RNA de fita simples, que pode facilmente
sofrer degradagdo. Entretanto, essa técnica, apos
adequada padronizacdo, pode revelar-se como
uma das principais ferramentas para o
diagnostico etiologico ante mortem da infecgao
pelo CDV.

Considerando a inespecificidade dos sinais
clinicos e das alteragdes hematologicas nas
infecgdes pelo CDV, os resultados deste estudo
ratificam a importancia do desenvolvimento de
métodos de diagnostico etiologico para essa
virose. A RT-PCR para a deteccdo do gene da
nucleoproteina do CDV, utilizando a urina como
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amostra bioldgica, proporcionou o diagndstico
ante mortem da cinomose em cdes com sinais
clinicos sugestivos da infec¢do. O emprego de
um método sensivel de diagndstico ante mortem
do CDV permite que condutas adequadas de
tratamento e profilaxia, tanto da cinomose canina
quanto de outras enfermidades que apresentam
sinais clinicos semelhantes, possam ser adotadas
com antecipacao e eficiéncia.
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