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APRESENTAÇÃO

Nos primórdios do desenvolvimento da agricultura, os recursos naturais 
disponíveis propiciaram o surgimento das atividades agropecuárias, e desta 
forma, a necessidade de atuação dos profissionais de ciências agrárias tornou-
se consolidada. Durante séculos, novos conhecimentos foram adquiridos, 
fundamentados teoricamente sobre as práticas agrícolas, conduzindo ao 
aperfeiçoamento do processo produtivo de acordo com a evolução da sociedade.

Diante do atual cenário, a obra “A Face Multidisciplinar das Ciências Agrárias” 
em seus volumes 3 e 4 engloba respectivamente 24 e 27 capítulos capazes de 
possibilitar ao leitor a experiência de ampliar o conhecimento sobre a economia e 
sociologia no campo, conservação pós-colheita, tecnologia de alimentos, produção 
vegetal, qualidade de produtos agropecuários, metodologias de ensino e extensão 
nas escolas, epidemiologia e cadeia produtiva da produção animal.

Em virtude da pluralidade existente desta grande área, os trabalhos 
apresentados abordam temas de expressiva importância as questões sociais e 
econômicas do Brasil. E, portanto, evidenciamos profunda gratidão pelo empenho 
dos autores, que em conjunto, contribuíram para o desenvolvimento e formação 
deste e-book.

Espera-se, agregar ao leitor, conhecimentos sobre a multidisciplinaridade 
das ciências agrárias, de modo a atender as crescentes demandas por alimentos 
primários e transformados, preservando o meio ambiente para às gerações futuras. 

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Hosana Aguiar Freitas de Andrade

Nítalo André Farias Machado
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DIAGNÓSTICO LABORATORIAL ANTE MORTEN DE 
CINOMOSE CANINA

CAPÍTULO 8
doi

Giovana Hashimoto Nakadomari
Universidade Estadual de Londrina, Departamento 

de Medicina Veterinária Preventiva
Londrina – Paraná

Ana Claudia Lemes Pavan 
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 

de Medicina Veterinária
Umuarama – Paraná

Vanessa Kelly Capoia Vignoto
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 

de Medicina Veterinária
Umuarama - Paraná

Sheila Rezler Wosiacki
Universidade Estadual de Maringá, Departamento 

de Medicina Veterinária
Umuarama - Paraná

RESUMO: Para detecção do vírus da cinomose 
canina (CDV), a RT-PCR (Transcriptase 
reversa- Reação em cadeia da polimerase) 
é uma técnica com alta sensibilidade, mas 
os resultados variam com o tipo de amostra, 
método de extração do RNA e da escolha 
dos iniciadores. Mesmo assim, apresenta a 
vantagem de se obter um diagnóstico rápido e 
precoce com pequenas quantidades do vírus 
no início de uma infecção. Sendo a cinomose 

canina uma doença de difícil diagnóstico 
clínico ante morten, o objetivo deste projeto foi 
padronizar a técnica de RT-PCR, assim como 
identificar casos positivos de cinomose canina 
de amostras clínicas provenientes do Hospital 
Veterinário da UEM. Amostras de vacinas 
comerciais foram utilizadas como controle 
positivo para a padronização da técnica e 
amostras de urina de animais com suspeita 
clínica de cinomose canina encaminhadas pelo 
HV-UEM foram utilizadas para o diagnóstico 
laboratorial da infecção. Foram realizados 17 
exames de RT-PCR, sendo 3 amostras positivas 
(17,65%) e 14 amostras negativas (82,35%) 
para o CDV. Sabe-se que o resultado deste 
exame varia com o tipo de amostra utilizada, 
e esta escolha é importante para aumentar a 
sensibilidade da técnica.
PALAVRAS-CHAVE: CDV, RT-PCR, 
diagnóstico, padronização.

ANTE MORTEN LABORATORY DIAGNOSIS 

OF CANINE DISTEMPER

ABSTRACT: For canine distemper virus (CDV) 
detection, RT-PCR (Transcriptase Reverse 
Polymerase Chain Reaction) is a technique with 
high sensitivity, but results vary with sample type, 
RNA extraction method, and primers. Even so, it 
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has the advantage of early and early diagnosis with small amounts of the virus at the 
onset of an infection. Since canine distemper is a disease of difficult ante morten clinical 
diagnosis, the objective of this project was to standardize the RT-PCR technique, as 
well as to identify positive cases of canine distemper in clinical specimens from the 
Veterinary Hospital. Samples of commercial vaccines were used as positive control for 
standardization of the technique and urine samples from animals with clinical suspicion 
of canine distemper sent by HV-UEM were used for laboratory diagnosis of infection. 
Seventeen RT-PCR tests were performed, being 3 positive samples (17.65%) and 14 
negative samples (82.35%) for CDV. It is known that the result of this test varies with 
the type of sample used, and this choice is important to increase the sensitivity of the 
technique.
KEYWORDS: CDV, RT-PCR, diagnosis, standardization.

1 |  INTRODUÇÃO

O vírus da cinomose canina (CDV) é um Morbillivirus da família Paramyxoviridae, 
composto de RNA de fita simples com polaridade negativa e é envolto por um 
envelope constituído basicamente de lipoproteínas, pertencente à membrana da 
célula hospedeira que é facilmente destruído por solventes. É uma doença de 
distribuição mundial, e acomete principalmente carnívoros, com maior frequência 
em cães jovens não vacinados, sendo a doença infecciosa com maior taxa de 
mortalidade em cães vacinados (MOCHIZUKI et al., 1999; ARNS; SPILKI; ALMEIDA, 
2007).

A transmissão DO CDV ocorre pelo contato com secreções de animais infectados 
e por aerossóis de secreção respiratória presentes no ar, porém em infecções 
agudas os animais contém o vírus em todas as suas excreções. Ha indícios de que 
a transmissão transplacentária também possa ocorrer. Pode acometer animais de 
todas as idades, porém filhotes sem anticorpos maternos e não vacinados são mais 
susceptíveis (APPEL e SUMMERS, 1995; ARNS; SPILKI; ALMEIDA, 2007).

A cinomose é uma doença altamente contagiosa, com sinais clínicos variáveis. 
Incluem sinais na pele, olhos, sistemas respiratórios, gastrointestinais e nervoso 
central, que podem ocorrer durante a fase aguda ou semanas e até meses depois. 
Na pele pode haver o aparecimento de vesículas e pústulas; no sistema respiratório 
pode ocorrer tosse e pneumonia; vômito, diarreia, gastrite e enterite são sinais que 
podem ocorrer no trato gastrointestinal; os sinais neurológicos incluem convulsão, 
andar em círculos e contratilidade muscular; nos olhos, ocorre comumente a 
conjuntivite serosa (APPEL e SUMMERS, 1995; CARVALHO et al., 2012). 

Seis genes contidos no genoma do vírus codificam seis proteínas estruturais: 
duas glicoproteínas, hemaglutinina-H e proteína de fusão-F, uma proteína de 
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membrana (proteína matriz-M), uma proteína do nucleocapsídeo-N e mais duas 
proteínas associadas à transcriptase, P e L. A proteína de matriz tem esse nome 
pois está localizada na matriz do envelope e confere estabilidade. A glicoproteína 
H apresenta atividade de hemaglutinação, sendo responsável pela fixação do vírus 
na célula hospedeira, e é alvo dos anticorpos neutralizantes. A glicoproteína F faz a 
fusão do envelope do vírus com a membrana da célula hospedeira. A resposta imune 
humoral específica e celular contra o CDV é induzida através da hemaglutinina H 
e da nucleoproteína N (MESSLING et al., 2001), porém os anticorpos gerados em 
resposta à proteína de fusão (F) desempenham importante função para a prevenção 
da propagação da infecção e desenvolvimento da doença in vivo (BEINEKE et al., 
2009).

Para detecção do CDV, a RT-PCR (Transcriptase reversa- Reação em cadeia 
da polimerase) possui as vantagens de ser uma técnica rápida para se obter o 
resultado, não necessita da infecciosidade da partícula viral, possui alta sensibilidade 
e especificidade, porém os resultados variam de acordo com o tipo da amostra, 
método de extração de RNA e escolha dos iniciadores. Mesmo assim, apresenta a 
vantagem de se obter um diagnóstico rápido e precoce com pequenas quantidades 
do vírus no início de uma infecção (FRISK et al., 1999). 

2 |  OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi padronizar a técnica de RT-PCR, assim como 
identificar casos positivos de cinomose canina de amostras clínicas do Hospital 
Veterinário da UEM.

3 |  MATERIAL E MÉTODOS

A extração de RNA viral foi realizada de acordo com Boom et al. (1990) com 
o método de sílica e tiocianato de guanidina, modificado por Gebara et al. (2004). 
Como controle positivo da reação foram utilizadas vacinas comerciais que contém 
o vírus da cinomose canina atenuado e como controle negativo foi utilizado água 
ultrapura autoclavada.

A técnica de RT-PCR foi realizada utilizando primers descritos por Frisk et 
al. (1999) e os ciclos de amplificações de acordo com Gebara et al. (2004). A 
transcrição reversa foi realizada com 9µl de RNA e 20pmol do iniciador CDV1 que 
foram desnaturados a 70ºC por 10min e imediatamente transferidos para banho 
de gelo por 5min. Foi adicionada uma solução contendo 0,2mM de cada dNTP, 1x 
tampão-PCR (20mM Tris-HCl pH 8,4 e 50mM KCl), 1,5mM MgCl2, 100 unidades da 
enzima M-MLV reverse transcriptase e água ultrapura autoclavada para completar 
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o volume final da reação de 20µl. Após homogeneização, a solução foi incubada a 
42ºC por 30min, seguida da inativação da enzima a 70ºC por 10min. Para a reação 
da PCR foram utilizados 5µl do cDNA, 20pmol de cada um dos iniciadores (CDV1 e 
CDV2), 0,2mM de cada dNTP, 1x tampão-PCR (20mM Tris-HCl pH 8,4 e 50mM KCl), 
1,5mM de MgCl2, 2,5unidades de Taq DNA polymerase e água ultrapura autoclavada 
para o volume final de 50µl. A reação foi realizada em termociclador, utilizando as 
seguintes condições de tempo e temperatura: desnaturação inicial a 94ºC por 1min; 
40 ciclos de 94ºC por 1min, 59ºC por 2min e 72ºC por 1min; extensão final a 72ºC 
por 7min. 

 Os produtos amplificados pela RT-PCR de 287 pares de bases (pb) foram 
visualizados sob luz ultravioleta por eletroforese em gel de agarose a 2% corado 
com SYBR® safe, sob voltagem constante (100V) por aproximadamente 40 minutos 
e visualizados sob luz ultra-violeta.

Para os animais atendidos no Hospital Veterinário da UEM com suspeita clínica 
de cinomose canina foi recomendado o envio de amostras de urina para diagnóstico 
laboratorial da infecção, obtidas por meio de sondagem uretral. 

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A amplificação do controle positivo resultou em um produto de 287 pares 
de bases (pb) (figura 1), correspondente ao gene que codifica a nucleoproteína 
do CDV (GEBARA et al., 2004). Após a padronização da técnica foi realizado os 
exames com amostras clínicas de animais encaminhadas pelo Hospital Veterinário 
- UEM com suspeita da doença. Sabe-se que a sensibilidade da técnica varia com 
os iniciadores utilizados, os métodos de extração de RNA e o tipo de amostras 
clínicas. O conjunto de iniciadores (primers) usados na padronização da RT-
PCR foi anteriormente utilizado com sucesso por outros pesquisadores com alta 
especificidade e sensibilidade (FRISK et al., 1999; AMUDE, et al., 2006). 
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Figura 1: Fotodocumentação da padronização da técnica de RT-PCR. Canaleta 1: marcador de 
100pb; Canaleta 2, 3 e 4: vacinas comerciais (primer CDV com 287pb).

Foram realizados 17 exames, sendo 6 com amostras de sangue e 11 amostras 
de urina. Destas, 3 amostras foram positivas ao CDV pela técnica de RT-PCR, 
correspondendo a 17,65%, sendo todas amostras de urina, e 14 amostras (82,35%) 
foram negativas para o CDV. 

Neste trabalho foram inclusos animais com suspeita clínica de cinomose, porém, 
devido a ampla gama de sinais clínicos relacionados à cinomose, também presentes 
em várias outras doenças de cães, 82,35% das amostras foram negativas para o 
vírus da cinomose, indicando a necessidade do diagnóstico de outras doenças. 
Outro fator importante é que o vírus pode não estar presente em todas as secreções 
e excreções, órgãos e tecidos uniformemente, podendo ocorrer resultados falso-
negativos (FRISK et al., 1999).

Gebara et al. (2004) utilizaram como amostra biológica a urina para cães com 
sinais sugestivos da doença, o que ratifica que o tipo de amostra escolhida pode 
interferir no diagnóstico correto e reforça a importância dessa escolha para aumentar 
a sensibilidade. No presente estudo, todas as seis amostras de sangue testadas 
foram negativas, sendo apenas detectado o vírus da cinomose em amostras de 
urina de animais com sinais clínicos.

5 |  CONCLUSÃO

A realização do diagnóstico laboratorial ante mortem da cinomose canina é 
fundamental para a execução do tratamento, avaliação do prognóstico e planejamento 
de medidas de controle e profilaxia da doença. A RT-PCR é uma técnica de alta 
sensibilidade e especificidade, porém o tipo de amostra clínica submetida à análise 
pode interferir no resultado do diagnóstico. 
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