Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.6, p.1099-1106, 2006

Perfil de restricio de um fragmento do gene da hemaglutinina amplificado pela RT-PCR a
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RESUMO

Fragmentos com 721 pares de bases do gene da hemaglutinina (H) do virus da cinomose canina (CDV),
amplificados pela RT-PCR a partir de trés estirpes vacinais (Suyder Hill, Onderstepoort ¢ Rockborn) e de 27
amostras de campo, provenientes de caes com cinomose, foram clivados com as endonucleases Hinf I and Rsa
I. A selecdo das enzimas foi realizada por meio de andlises in silico de seqiiéncias do CDV depositadas em
bases publicas de dados. Tanto as estirpes vacinais quanto as amostras selvagens do CDV apresentaram com a
enzima Hinf I o mesmo perfil de restri¢ao, confirmando a identidade do fragmento amplificado pela RT-PCR,
uma vez que todas as estirpes com seqiiéncias disponiveis (GenBank) tém sitios de restricdo para essa enzima
nas mesmas posigoes. O perfil de restricdo das estirpes vacinais Snyder Hill e Onderstepoort, que diferem entre
si, foi confirmado com a enzima Rsa I que também clivou a estirpe Rockborn nas mesmas posi¢cdes que a
estirpe Snyder Hill. Todas as 27 amostras de campo do CDV apresentaram com a enzima Rsa I o mesmo perfil
de restricdo, indicando conservar os mesmos sitios de restri¢gdo para essa enzima. O perfil das amostras de
campo foi diferente daquele obtido nas trés estirpes vacinais. Os perfis de restricdo do gene que codifica a
hemaglutinina do CDV, gerados pela enzima Rsa I, sugerem diferencas moleculares entre as estirpes vacinais e
as selvagens circulantes na regido norte do estado do Parand e abrem a perspectiva da elaboracdo de analises
moleculares comparativas mais complexas, como o seqiienciamento de todo o gene H, de estirpes do CDV
identificadas em diferentes regides brasileiras.
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ABSTRACT

The restriction fragment length polymorphism (RFLP) assay of a 721 bp fragment from hemagglutinin (H)
gene of canine distemper virus (CDV) amplified by RT-PCR was analyzed with Hinf I and Rsa I enzymes.
Clinical samples from 27 dogs with natural canine distemper infection, and three vaccine (Snyder Hill,
Onderstepoort and Rockborn) CDV strains were analyzed. All RT-PCR amplified product from CDV wild-type
and vaccine-strains had the same RFLP pattern with Hinf I enzyme showing the amplicon specificity. The
RFLP pattern for CDV vaccine-strains generated with Rsa I enzyme was the expected by in silico analysis. All
27 wild-type CDV strains present the same Rsa I enzyme RFLP pattern that was different from vaccine-strains
pattern, suggesting molecular differences between vaccine-strains and wild-type of CDV from dogs population
in North region of Parana State/Brazil. These results open the perspectives of the accomplishment of
comparative molecular analysis, such as sequencing of the whole gene H, of CDV wild-type strains identified
in different Brazilian regions.
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INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (canine distemper
virus. — CDV), classificado na familia
Paramyxoviridae, género Morbillivirus (Pringle,
1999), € o agente etiologico da cinomose,
considerada uma das principais infec¢des virais
em cdes ¢ outros carnivoros (Appel e Summers,
1999). A cinomose ¢ uma doenca
multissistémica de evolucdo aguda, subaguda ou
cronica que, além dos sinais clinicos sistémicos,
pode também evoluir para graves sinais
neurologicos. Em cdes a infecgdo ¢é altamente
contagiosa e pode ocasionar elevadas taxas de
letalidade (Tipold, 1995).

A cinomose ¢ de ocorréncia mundial (Appel et
al., 1994). Em varios paises, devido a vacinagdo
regular de grande parte da populagdo canina, a
freqiiéncia da doenca clinica tem diminuido
substancialmente, sendo relatados apenas focos
esporadicos (Haas et al., 1997; Moshizuki et al.,
1999). No Brasil, a cinomose ainda ¢ endémica,
podendo representar até 6% de todas as
ocorréncias clinicas e até 11% das mortes em
cdes (Headley e Graca, 2000).

O CDV ¢ um virus com genoma RNA fita
simples, polaridade negativa, constituido por seis
genes que codificam (3°-5’) as proteinas N
(nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina
matriz), F (proteina de fusdo), H (hemaglutinina)
e L (grande proteina) (Diallo, 1990). Analises
moleculares tém demonstrado grande
similaridade entre as estirpes do CDV avaliadas
e estudos realizados com anticorpos policlonais
revelaram, até o momento, apenas um sorotipo
viral (Chapuis, 1995; Bolt et al., 1997; Haas et
al., 1997).

A proteina H, principal glicoproteina do
envelope do CDV, é a que apresenta maior
diversidade e, por isso, ¢ a mais adequada para
monitorar mudangas genéticas no virus (Orvell et
al., 1990). Analises filogenéticas do gene H
mostraram diferencas genéticas entre as estirpes
do CDV provenientes de regides geograficas
distintas (Harder et al., 1996) e também de outros
paramyxovirus relacionados, como o virus da
peste bovina e o virus do sarampo (Chamberlain
et al., 1993; Rima et al., 1995). A andlise do gene
H do CDV possibilita a organizagdo das estirpes
virais em gendtipos (Bolt et al., 1997).
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Estudos que utilizaram painéis de anticorpos
monoclonais, realizados com estirpes vacinais do
CDV e estirpes isoladas de casos clinicos,
também  demonstraram  grande  variagdo
antigé€nica na proteina H e maior estabilidade nas
proteinas F e P (Haas et al., 1999; Mochizuki et
al., 1999).

Relatos de falhas vacinais na profilaxia da
cinomose canina sdo freqiientes (Morrel, 1994;
Haas et al, 1997). Uma gama de fatores,
incluindo aqueles inerentes ao hospedeiro e ao
antigeno, pode ser responsavel pela ocorréncia
de cinomose em cdes vacinados. As estirpes
incluidas na grande maioria das vacinas
atenuadas utilizadas em todo o mundo, inclusive
no Brasil, surgiram no inicio de 1960 (Chappuis,
1995). Os estudos com o objetivo de
caracterizagdo antigénica e molecular de estirpes
selvagens e vacinais do CDV ainda sdo
realizados de forma esporadica em todo o mundo
(Moshizuki et al., 1999; Bolt et al., 1997; Haas et
al., 1997).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o
perfil de restricdo de um fragmento com 721
pares de base (pb) do cDNA do gene H do CDV,
amplificado por meio da reagdo em cadeia da
polimerase precedida de transcrigdo reversa (RT-
PCR), realizada a partir de material biologico
obtido de cdes com diferentes sinais clinicos de
cinomose.

MATERIAL E METODOS

A estirpe Rockborn do CDV foi amplificada em
células MDCK (Madin Darby canine kidney),
mantidas em meio minimo essencial Eagle’s',
conforme procedimento padrio. As estirpes
Snyder Hill e Onderstepoort, sob a forma
inativada e liofilizada, foram gentilmente cedidas
por laboratérios produtores de vacinas
comerciais.

Estirpes  vacinais do parvovirus canino,
coronavirus canino, parainfluenzavirus canino e
do adenovirus canino, presentes em vacinas
comerciais, foram utilizadas na avaliagdo da
especificidade da RT-PCR.

! Invitrogen™, Life Technologies, EUA.
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Foram selecionados 27 cdes provenientes da
regido norte do estado Parand, atendidos em
hospital escola veterinario entre maio e
novembro de 2003. Como critério de inclusdo
utilizou-se a presenca de sinais clinicos
compativeis com a cinomose canina e o resultado
positivo na técnica da RT-PCR para a
amplificagdo do gene N do CDV utilizando os
oligonucleotideos iniciadores (primers) 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), realizada de acordo
com as modificagdes descritas por Gebara et al.
(2004a/b).

Os animais foram subdivididos em trés grupos.
No grupo A, foram incluidos 10 cdes que
apresentavam um ou mais sinais clinicos
entéricos e/ou respiratorios comuns a forma
sistémica da cinomose canina. O grupo B, foi
constituido por oito animais com manifestagdo
clinica compativel com a forma neurologica da
cinomose destacando-se os sinais de mioclonia e
tremores musculares. No grupo C, foram
incluidos nove cdes que apresentavam,
simultaneamente, os sinais clinicos encontrados
nas formas sistémica e neurologica da cinomose
canina.

A especificidade da RT-PCR na deteccdo do
gene H do CDV em amostras clinicas
provenientes de cdes foi avaliada em um grupo
(D), constituido por cinco animais assintomaticos
e negativos na RT-PCR para o gene N do CDV.
Os cdes incluidos nesse grupo eram animais
saudaveis, de procedéncia definida, e que vieram
a obito devido a fraturas multiplas ocasionadas
por atropelamento.

Todas as amostras biologicas incluidas nesse
estudo foram obtidas de forma indolor e
respeitando as normas de bem-estar e conforto dos
animais. De todos os animais colheram-se 2ml de
urina, por meio de cistocentese ou sondagem
uretrovesical, e 3ml de sangue com anticoagulante
por venopungdo. Dos animais incluidos nos
grupos B e C, sob anestesia geral, ainda foram
colhidos 1 a 2ml de liquido cefalorraquidiano, por
meio da pungdo do espaco subaracnoide através
da cisterna magna. Naqueles animais cujos
proprietarios optaram pela eutandsia, que foi
realizada sob anestesia geral precedida de
tranqiilizacdo, foram  também  colhidos
fragmentos do sistema nervoso central (SNC)
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durante a necropsia. O processamento inicial de
todas as amostras foi realizado conforme descrito
por Saito et al (2005).

Aliquotas de 300ul das amostras biologicas
foram submetidas a extracdo do RNA pelo
método da silica/isotiocianato de guanidina
(Bomm et al., 1990). Em todos os procedimentos
de extragdo do RNA foram incluidas aliquotas de
dgua ultrapura’ autoclavada como controle
negativo e a estirpe Rockborn do CDV como
controle positivo.

Para a amplificagdo do gene H do CDV, os
primers NAWI (+) 5° atc ggc agc aaa ycc tat ¢ 3’
nt 7570, e NAW2 (-) 5’ tgg caa ctg tcy tec tec 3’
nt 8291, foram desenhados com o auxilio do
programa Gene Runner 3,05
(www.generunner.com), utilizando como base o
genoma da estirpe Onderstepoort (GenBank,
namero de acesso AF378705). Para a selegdo da
regido a ser amplificada, utilizaram-se as
seqliéncias  conhecidas do gene H dos
Morbillivirus de cées, carnivoros nao-domésticos,
roedores e mamiferos marinhos, que foram
analisadas com os  sofiwares  ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1990).

Para a transcri¢ao reversa (RT), foram utilizados
9ul do RNA extraido e 20pmol do primer NAW1.
Apo6s incubagdo a 70°C por 10min, seguida de
imersdo em gelo, adicionou-se a solugdo RT-MIX
constituida por 0,8 mM dNTP', 1 x PCR buffer
(20mM Tris-HCI pH 8,4; 50mM KCl), 1,5mM
MgCl,, 60 unidades da enzima transcriptase
reversa M-MLV' e agua ultrapura autoclavada
para a obtencao do volume final de 20pul. A RT foi
realizada a 42°C por 30min seguida de 7min a
70°C para inativagdo da enzima.

Para a PCR foram utilizados 5ul do cDNA e PCR-
MIX contendo 20pmol de cada primer (NAW1 e
NAW2), 0,8mM dNTP, 1 x PCR buffer, 1,5mM
MgCl,, 2,5 unidades da enzima 7ag DNA
polimerase recombinante’ e 4gua ultrapura
autoclavada para o volume final de 50pl.

O processo de amplificagdo foi realizado em
termociclador’ programado com as seguintes
condi¢cdes de tempo e temperatura: uma etapa de

% Milli-Q® plus, Millipore Co., EUA.
3 PTC-200, MJ Research Co., EUA.
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94°C/1min, seguida por 40 ciclos de 94°C/1min,
54°C/1min, 72°C/1min e uma etapa de extensdo
final de 7min a 72°C.

Com base na andlise das seqiiéncias do gene H
das estirpes do CDV disponiveis no GenBank,
realizada com os softiwares Gene Runner e
ClustalW, foram selecionadas duas enzimas para
a clivagem do produto amplificado pela RT-
PCR. Pela analise in silico a enzima Hinf I'
apresenta sitios de restrigdo conservados em
todas as estirpes do CDV seqiienciadas até o
momento, gerando fragmentos com tamanhos de
320, 250, 77, 69 e 5pb. Essa enzima foi
empregada com o objetivo de avaliar a
especificidade do produto amplificado. Para a
caracterizagdo molecular parcial das estirpes do
CDV provenientes de cdes com diferentes formas
clinicas da doenca, foi selecionada a enzima Rsa
I'. No produto amplificado do gene H (721pb)
proveniente da estirpe Snyder Hill, é encontrado
um unico sitio de clivagem para essa enzima
gerando fragmentos com tamanhos de 358 e
363pb. Na estirpe  Onderstepoort  sao
encontrados, nesse mesmo produto, dois sitios de
restricdo gerando fragmentos com 363, 327 e
31pb. Até o momento ainda ndo ha seqiiéncia
disponivel, em bases publicas de informacao
gendmica, para o gene H da estirpe Rockborn do
CDV. As endonucleases de restricdo Hinf 1 e Rsa
I foram utilizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Os produtos amplificados pela RT-PCR e os
clivados com enzimas de restrigdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 2%
em tampao TBE pH 8,4 (89mM Tris; 89mM
acido boérico; 2mM EDTA), contendo 0,5png/ml
de brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta. As imagens foram capturadas em
sistema de fotodocumentagio digital®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A RT-PCR para a amplificagdo parcial do gene
H do CDV apresentou resultado positivo em
todos os 27 cdes com cinomose incluidos nesse
estudo. Independentemente da forma da
infeccdo, sistémica, neuroldgica ou a associacao
de ambas, em pelo menos uma amostra clinica de

4 DC 290, Kodak® Co., EUA.
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cada animal foi amplificado o produto com
721pb (Fig. 1).

Nenhum material biolégico utilizado como
controle negativo da reagdo (dgua ultrapura
autoclavada, amostras vacinais de virus caninos,
urina, leucocitos e fragmentos do SNC de caes
assintomaticos) foi positivo na RT-PCR,
demonstrando a especificidade da técnica (Fig.
2).

O objetivo principal da RT-PCR utilizando
primers especificos para o gene H do CDV néo
foi o de diagndstico. Os resultados descritos
anteriormente demonstram a especificidade tanto
dos primers quanto da técnica padronizada. Com
isso a RT-PCR para a deteccdo do gene H do
CDV pode ser utilizada como ferramenta
adicional para o diagndstico da cinomose canina.

O CDV apresenta como caracteristica molecular
a grande similaridade, observada em reagdes de
seqiienciamento, entre as estirpes isoladas de
varias regides geograficas a partir de diferentes
espécies animais com manifestagdes clinicas
distintas. A analise filogenética do gene H do
CDV tem possibilitado a organizagdo das
estirpes virais em grupos, independentemente da
espécie animal no qual foi isolado, e com nitida
distribuicdo geografica. Por todos esses fatores o
gene H € o mais indicado para o monitoramento
de variagdes moleculares no CDV (Bolt et al.,
1997; Haas et al., 1997, 1999; Moshizuki et al.,
1999).

Analises in silico demonstraram que a regido do
gene H amplificada pelos primers NAWI e
NAW?2 apresenta homologia média de 97% entre
as estirpes do CDV com seqiiéncias disponiveis
no GenBank.

As estirpes Onderstepoort € Rockborn sdo as
mais utilizadas em todo o mundo para a
elaboragdo de vacinas contra o CDV (Mochizuki
et al, 1999). A estirpe Snyder Hill, por
apresentar grande potencial neurotropico, € a
mais utilizada em experimentos de inoculagdo
intracerebral, tanto em estudos da patogénese
viral quanto em desafio pos-vacinal (Slater,
1970). Porém, seqiiéncias para o gene H da
estirpe Rockborn ainda ndo sdo disponiveis em
bases publicas de dados.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio dos produtos dos genes da hemaglutinina (canaletas 2 a
5) e da nucleoproteina (canaletas 6 a 9) do virus da cinomose canina, amplificados pela RT-PCR a partir de amostras clinicas
provenientes de cdes com sinais clinicos de cinomose. Canaleta 1: padrdo de tamanho molecular 123pb ladder'; Canaletas 2 e 6:
urina; Canaletas 3 e 7: leucocitos; Canaletas 4 e 8: liquor; Canaletas 5 e 9: fragmentos de SNC; Canaletas 10 e 11: controles
negativos (dgua ultrapura estéril) das reagdes para o gene H (10) e N (11).

738pb
615pb
492pb
369pb

246pb
123pb

REAAL

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio para a avaliagdo da especificidade da técnica da RT-
PCR na deteccao do gene da hemaglutinina do virus da cinomose canina frente a material genético de outros virus caninos e
amostras clinicas de cdes assintomaticos. Canaletas 1 e 11: padrdo de tamanho molecular 123pb ladder'; Canaleta 2: estirpe
Rockborn do virus da cinomose canino (controle positivo); Canaletas 3 a 6: estirpes vacinais do parvovirus canino (3), coronavirus
canino (4), parainfluenzavirus canino (5) e adenovirus canino (6); Canaletas 7 a 9: urina (7), leucocitos (8) e fragmento do SNC (9)
de caes assintomaticos; Canaleta 10: controle negativo da reacdio (4gua ultrapura estéril).

A enzima Hinf 1 clivou todos os produtos
amplificados do gene H nos mesmos sitios.
Tanto as estirpes vacinais (Rockborn, Snyder Hill
e Onderstepoort) quanto todas as 27 amostras
selvagens analisadas apresentaram, com essa
enzima, o mesmo perfil de restrigdo que
possibilitou a visualizacdo de fragmentos de
aproximadamente 320 e 250pb. Devido as
caracteristicas de porosidade do gel de agarose
os fragmentos de pequeno tamanho molecular
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com 77, 69 e 5pb nao puderam ser visualizados.
A conservacdo dos sitios de clivagem para a
enzima Hinf I dentro dos genogrupos, observada
em todas as estirpes de CDV seqiiénciadas até o
momento, possibilitou a sele¢do dessa enzima
para a andlise da especificidade do produto
amplificado. Esse resultado, em que todas as
amostras (vacinais e selvagens) apresentaram o
mesmo perfil de restri¢do, ratifica que o produto
amplificado ¢ especifico do CDV (Fig. 3).
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320pb ,
250pb

800pb
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, dos produtos da amplificagdo parcial do gene da
hemaglutinina (H) de estirpes vacinal e selvagem do virus da cinomose canina (CDV), obtidos pela técnica da RT-PCR, e dos
fragmentos de cDNA clivados com as enzimas de restricdo Hinf I e Rsa 1. Canaletas 1 e 14: padrio de tamanho molecular com
123pb (1) e 100pb (11) ladder'; Canaletas 2, 5, 8 e 11: produtos com 721pb do gene H das estirpes vacinais Onderstepoort (2),
Rockborn (5), Snyder Hill (8) e selvagem (11) do CDV; Canaletas 3, 6, 9 e 12: respectivos produtos das canaletas 2, 5, 8 e 11
clivados com a enzima Hinf I; Canaletas 4, 7, 10 e 13: respectivos produtos das canaletas 2, 5, 8 e 11 clivados com a enzima Rsa 1.

A clivagem dos produtos da RT-PCR do gene H
da estirpe Onderstepoort com a enzima Rsa I
produziu o perfil esperado com dois fragmentos
de aproximadamente 327 e 358pb, ndo sendo
possivel a visualizagdo do fragmento de 36pb. A
clivagem da estirpe Snyder Hill com a enzima
Rsa 1 também produziu o perfil esperado, com
fragmentos de 358 e 363pb, que devido a
pequena diferenca no tamanho molecular (5pb)
co-migraram em gel de agarose.

A estirpe Rockborn, que ndo tem seqiiéncia
gendmica disponivel para o gene H, ao ser
clivada com a enzima Rsa | gerou o mesmo
perfil da estirpe Snyder Hill. A seqiiéncia do
gene H da estirpe Snyder Hill possui alto grau de
homologia com as estirpes  vacinais,
provavelmente devido ao fato de terem sido
isoladas na mesma época (Haas et al., 1997).

O perfil de restrigdo do fragmento com 721pb
com a enzima Rsa I de todas das 27 amostras de
campo do CDV foi semelhante entre si, porém
diferente do observado nas estirpes vacinais.
Foram  gerados dois fragmentos com
aproximadamente 360 e 230pb que foram
facilmente visualizados em gel de agarose corado
com brometo de etidio. Os outros fragmentos,
que totalizam 111pb, provavelmente de pequenos
tamanhos moleculares, ndo foram visualizados

(Fig. 3).
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Os perfis de restricdo, gerados pelas enzimas
Hinf 1 e Rsa 1, foram obtidos a partir de produtos
amplificados pela RT-PCR, que foi realizada em
amostras clinicas (urina, liquor, leucdcitos e
fragmentos do SNC) colhidas de cdes com sinais
clinicos distintos, sugestivos de cinomose, ¢
também com diagnostico molecular da infecgdo
realizado por meio da detecgdo do gene N do
CDV. A andlise do perfil de restricio de
amplicons obtidos pela RT-PCR, realizada
diretamente a partir do material clinico, diminui
a possibilidade de mutagdes de ponto que sdo
comuns, particularmente em virus com genoma
RNA, durante o isolamento viral in vitro, devido
a adaptacdo do virus a célula hospedeira (Bolt et
al., 1997).

Os resultados indicaram que os produtos do gene
H do CDV, amplificados a partir das amostras de
campo, independentemente dos sinais clinicos
apresentados pelos cdes (grupos A, B ou C)
apresentam sitios de restricdo nas mesmas
posi¢oes. Evidencia-se também que existem
diferencas no gene H das estirpes que
determinam doenca clinica em cdes de nossa
regido e aquelas que sdo amplamente utilizadas
para a produgdo de vacinas para o controle e
profilaxia da cinomose canina, particularmente
as estirpes Onderstepoort € Rockborn.

A demonstragdo de que todas as 27 amostras de
campo do CDV apresentaram perfil de restri¢cao
com a enzima Rsa 1 diferente das estirpes
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vacinais, descarta a possibilidade de que
qualquer uma das amostras amplificadas pudesse
ter origem vacinal. Em caso de doenca clinica
apés a vacinacdo, a andlise do segmento de
721pb do gene H do CDV clivado com a enzima
Rsa 1, pode ser utilizada para confirmar ou
descartar a possibilidade de reversio da
viruléncia do virus vacinal.

Estudos complementares fazem-se necessarios
para avaliar se as diferengas no gene H do CDV
identificadas na analise comparativa entre as
estirpes vacinal e de campo, presentes na regido
Norte do Estado do Parana, sdo suficientes para
interferir no processo de imuniza¢do dos caes
contra a cinomose canina. Divergéncias no perfil
de restri¢do de um produto amplificado sugerem
diferencas na seqiiéncia de nucleotideos entre as
estirpes de campo e as vacinais. Porém, ainda
ndo se pode afirmar que essas diferengas possam
envolver também diferengas em aminoacidos da
proteina H e, conseqiientemente, alteragdo na
estrutura antigénica da proteina.

No Brasil é freqiiente o relato de clinicos
veterinarios de que cdes com esquema regular de
vacinacdo, particularmente aqueles com uma,
duas ou até mesmo trés doses de vacina,
desenvolvem quadros clinicos de cinomose.
Falhas vacinais podem ser geradas por multiplos
fatores como interferéncia de anticorpos
passivos, falhas individuais na resposta imune,
qualidade,  conservagdo ¢  variabilidade
antigénica do imundgeno e infec¢do anterior a
vacinagdo, entre outros.

A probabilidade de mutagdes do tipo adigdo,
delecdo e substituicdo de nucleotideos em virus
como genoma constituido por RNA é bem maior
que em virus DNA. Apenas um sorotipo do CDV ¢é
descrito (Pringle, 1999), entretanto, sdo conhecidas
diferencas biologicas entre as estirpes. Ha variagoes
nas formas de manifestagdo clinica da doenga, bem
como também ¢ passivel de infeccdo uma gama de
hospedeiros tais como caes, roedores, carnivoros
selvagens e mamiferos aquaticos (Appel e
Summers, 1999). Essas diferencas biologicas entre
as estirpes do CDV sugerem também a atividade de
estirpes virais com diferengas moleculares e/ou
antigénicas que, em algumas circunstancias, podem
interferir tanto no diagnoéstico quanto na
imunoprofilaxia da infecgao (Bolt et al., 1997; Haas
et al., 1999; Moshizuki et al., 1999).

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.58, n.6, p.1099-1106, 2006

O monitoramento das caracteristicas antigénicas
e moleculares de estirpes circulantes do CDV ¢
fundamental para o sucesso no controle da
infeccdo. O gene H, por suas caracteristicas, ¢ o
mais indicado para essa analise e a amplificagdo
a partir do material clinico diminui a
possibilidade de mutagdes de ponto na seqiiéncia
de nucleotideos que ocorrem, com maior
freqiiéncia, durante o isolamento in vitro, devido
a adaptacdo do virus a célula hospedeira (Bolt et
al., 1997).

Os resultados obtidos no presente trabalho
sugerem que existem diferencas moleculares
entre as estirpes vacinais do CDV e aquelas que
determinam doenga clinica na regido Norte do
Estado do Parana. Entretanto, o grau de
interferéncia dessas diferencas nas caracteristicas
antigénicas das estirpes virais que ocasionam a
cinomose canina em nossa regido precisa ser
avaliado. Os resultados desse estudo abrem a
perspectiva da  elaboragdo de  andlises
moleculares comparativas mais complexas,
particularmente com relagdo ao seqiienciamento
de todo o gene H de diferentes estirpes do CDV.
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