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Canine distemper virus (CDV), a Morbillivirus of the family Paramyxoviridae, is the etio-
logical agent of neurological and systemic disease in dogs. The laboratory diagnosis of in-
fection requires viral isolation or detection of genetic material of the virus in secretions or
tissues of dogs with clinical suspicion of the disease. The genetic diversity among isolates
of CDV can be assessed by sequencing and phylogenetic analysis of the gene that encodes
the viral hemagglutinin (H gene), and there is currently a special interest in comparing the
strains currently circulating in the field with the genogroup America-1, which comprises
strains present in vaccines available in the market. In this study, the molecular detection
of CDV gene H was performed from biological samples harvested ante-and post-mortem
from 15 dogs with clinical signs suggestive of canine distemper in the metropolitan region
of Campinas, Sao Paulo. Ten of the 15 dogs examined had at least one positive organ under
molecular detection and the obtained amplicons were sequenced and further analyzed by
molecular phylogenetic analysis. Similarly to what has already been reported on previous
studies regarding the diversity of the gene H in other countries, the phylogenetic recons-
truction obtained for the samples of cases of distemper from Campinas region showed they
were grouped with the North American, European and Japanese newly described samples,
a genetic group distinguished from classical samples of CDV, named America-1, which en-
compasses the vaccine strains Snyder Hill, Onderstepoort and Lederle..

INDEX TERMS: Canine distemper virus, hemagglutinin gene, molecular phylogenetic analysis.

RESUMO.- O virus da cinomose canina (CDV), um Morbilli-
virus da familia Paramyxoviridae, é o agente etioldgico de
doenca neurolégica e sistémica em cdes. O diagnéstico la-
boratorial da infecgdo requer o isolamento viral ou detec-
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¢do do material genético do virus em secre¢des ou tecidos
de cdes com suspeita clinica da doenca. A diversidade ge-
nética entre os isolados de CDV pode ser aferida pelo se-
quenciamento e filogenia molecular do gene que codifica
a hemaglutinina viral (gene H), havendo atualmente um
especial interesse em comparar as amostras circulantes a
campo com o0 genogrupo América-1, que abrange as cepas
presentes nas vacinas disponiveis no mercado. No presen-
te estudo, foi realizada a deteccdo molecular do gene H de
CDV a partir de amostras bioldgicas colhidas ante- e post-
-mortem de 15 cdes com sinais clinicos sugestivos de cino-
mose na regido metropolitana de Campinas, Sdo Paulo. Dez
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dos 15 cdes analisados tiveram ao menos um drgao positivo
na deteccdo molecular e os amplicons obtidos foram sub-
metidos ao sequenciamento nucleotidico seguido de ana-
lise filogenética molecular. De forma semelhante ao que ja
foi reportado para estudo analisando a diversidade do gene
H em outros paises, a reconstrucio filogenética obtida para
as amostras de casos de cinomose da regido de Campinas
demonstrou as mesmas foram agrupadas junto a amostras
norte-americanas, europeias e japonesas recentes, em um
grupo genético distinto do grupo de amostras classicas de
CDV, nomeado America-1, o qual engloba as estirpes vaci-
nais Snyder Hill, Onderstepoort e Lederle.

TERMOS DE INDEXAGAO: Virus da cinomose, gene da hemagluti-
nina, analise filogenética molecular.

INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (CDV, canine distemper virus),
um membro do género Morbillivirus, subfamilia Paramyxo-
virinae, familia Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales, é
o principal causador de encefalites em cies de diferentes
faixas etarias, podendo ainda estar associado com manifes-
tagoes clinicas sistémicas (Martella et al. 2008). As mani-
festagcdes clinicas neurolégicas causadas pelo CDV incluem
a encefalite em cies jovens, encefalomielite multifocal em
adultos, encefalites cronicas (Amude et al. 2007, Beineke et
al. 2009) e em raros eventos foram relatados casos de en-
cefalite pds-vacinal (Evermann 2008, Martella et al. 2008).
Em alguns animais podem ocorrer apenas sinais de com-
prometimento nervoso, enquanto em muitos outros casos
sinais sistémicos advém no curso da enfermidade, incluin-
do pneumonia e diarreias, associadas a pustulas na pele e
hiperqueratinizagio dos coxins plantares (Silva et al. 2007,
Silva et al. 2009). Tais afec¢des sistémicas podem ocorrer
de forma concomitante ou ndo aos quadros de encefalite
(Pandher et al. 2006, Yesilbag K. et al. 2007, Posuwan et al.
2010). As manifestagdes clinicas e o curso da doenga depen-
dem da amostra viral, idade e status imunitario do animal
afetado e localizagdo das lesdes (Martella et al. 2008). O CDV
e outros agentes filogeneticamente relacionados também
podem infectar outras espécies de carnivoros, com potencial
impacto sobre a fauna silvestre (Deem et al. 2000, Megid et
al. 2009, De Almeida Curi et al. 2010, Megid et al. 2010).

0 genoma do CDV, composto de uma molécula de RNA
de fita simples e polaridade negativa, codifica cinco prote-
inas, das quais as mais estudadas sdo a hemaglutinina (H)
e a neuraminidase (N), cujos genes sdo comumente utili-
zados para estudos filogenéticos (Mochizuki et al. 1999,
Pardo et al. 2005, Castilho et al. 2007, Kapil et al. 2008,
Martella et al. 2008, Chan et al. 2009, Demeter et al. 2010).
A hemaglutinina é responsavel pela ligagdo dos virions a
célula hospedeira e tem um papel importante na indugdo
de imunidade especifica pelo hospedeiro (Sawatsky & Von
Messling 2010). O gene que codifica a proteina H é alta-
mente variavel e pode ser utilizado para analises genéticas
do CDV (Mochizuki et al. 1999, Pardo et al. 2005).

A cinomose é uma infecgio altamente contagiosa e os mé-
todos de prevengdo baseiam-se no uso de vacinas atenuadas,
aplicadas com refor¢os mensais nos primeiros meses de

vida em animais jovens, seguido de reforcos anuais em caes
adultos (Horzinek 2006, Schultz 2006). Ainda que seja re-
conhecido um dnico sorotipo do virus, surtos ocorridos nos
ultimos anos nos Estados Unidos e estudos de filogenia mo-
lecular realizados também em outros paises tém apontado
para um distanciamento genético entre as amostras de CDV
utilizadas como estirpes vacinais e os virus circulantes na
populacdo canina (Pardo et al. 2005). Estudo realizado no
Brasil utilizando a analise filogenética do gene N do CDV
apontou diferencas entre 11 amostras circulantes de 10 ci-
dades do estado de Sdo Paulo (anos 2000 a 2004) e as estir-
pes comumente utilizadas na produgio de vacinas contra o
CDV e comercializadas no pais (Castilho et al. 2007).

No presente estudo, é relatada a detec¢do molecular a
partir de diferentes amostras bioldgicas e o sequenciamen-
to nucleotidico seguido de andlise filogenética do gene H de
amostras de CDV identificadas na regido metropolitana de
Campinas, Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Casos clinicos

Os casos clinicos analisados no presente estudo ocorreram
entre os anos de 2004 e 2006, na regido de Campinas, SP. Foram
coletadas amostras clinicas ante- (liquido céfalo-raquidiano e
urina) e post-mortem (pulmao, bacgo, linfonodos, bexiga, cérebro,
figado, rins e timo) de 15 cies com idades que iam de 60 a 120
dias, com a exce¢do de um animal adulto (4 anos de idade). Todos
os animais eram domiciliados no municipio de Campinas, SP, e ar-
redores, a excecdo de dois filhotes adquiridos recentemente em
uma feira itinerante de animais oriunda do estado de Santa Cata-
rina. Os achados clinicos e amostras de secre¢io ou tecidos cole-
tados estdo sumarizados no Quadro 1, oito animais apresentavam
sinais sistémicos e neurolégicos, um apenas sinais sistémicos e
outro apenas sinais neuroldgicos.

Cultivos celulares e amostras virais padrao

Para a producdo de estoques virais que servissem como posi-
tivos na reagdo em cadeia da polimerase ap6s transcri¢do reversa
(RT-PCR) padronizada no presente trabalho, foram utilizadas cé-
lulas da linhagem continua MDCK (Madin-Darby canine kidney),
cultivadas em garrafas de 75cm? (TPP, Trasadingen, Suica), na
concentragdo de 1,3x10° células/mL em E-MEM (Cultilab, Campi-
nas, SP) com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma Chemical Com-
pany), por 24h a 37°C. Foi utilizada como amostra padrdo do CDV
a estirpe vacinal Lederle (ATCC VR128), a qual foi gentilmente ce-
dida pelo Laboratdrio BIOVET S.A. (Vargem Grande Paulista, SP).

Isolamento viral

Aliquotas do sobrenadante de cada amostra de tecido mace-
rado foram filtradas com membrana de 0,45um, 1mL desta solu-
¢do foi utilizada para inocula¢do em garrafas de 75 cm? contendo
monocamadas de MDCK com 24 h de cultivo. As garrafas foram
incubadas a 372C por 1h para adsorg¢do viral e ao fim deste pe-
riodo completou-se com 7mL de E-MEM suplementado com en-
rofloxacina 10%. Utilizou-se o mesmo protocolo para o controle
negativo (células sem in6culo) e para o controle positivo (células
infectadas com a amostra padrao). As culturas foram observadas
diariamente até o sétimo dia apds a inoculagdo para visualizacdo
do efeito citopatico (ECP), as garrafas entdo foram congeladas a
-802C, descongeladas, o contetido centrifugado (3000 x g/15 min)
e 1mL do sobrenadante inoculado em novo cultivo celular. Foram
efetuadas 10 passagens cegas para cada amostra.
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Quadro 1. Dados clinicos e vacinais dos individuos
selecionados para o presente estudo

Caso Idade e sinais clinicos Status vacinal

LVA-C 04 14 meses

LVA-C 05 Idade indeterminada, convulsdes; mioclo-
nias; paresia MPs

LVA-C 06 Idade indeterminada, convulsdes; mioclo-
nias; paresia MPs

LVA-C 09 Idade indeterminada, sinais clinicos ndo
relatados

LVA-C 10 24 meses; corrimento naso-ocular; leuco- Atraso 16 meses
penia

LVA-C 13 36 meses; corrimento nasal e ocular; tosse
esporadica; mioclonias; paralisia MPs; vo-
calizagio

LVA-C 17 Sinais neurolégicos

LVA-C 18 2 meses; convulsdes; ataxia MPs; mioclo-
nias, ectoparasitose; subnutrigao

LVA-C 19 4 meses; sinais gastrentéricos; convulsdes; 2 doses vacinas

Desconhecido
Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Sem vacinas

Desconhecido
Ndo vacinado

mioclonias MAS; pustulas abdominais polivalente
(60-90dias)
LVA-C 20 3 meses; convulsdes; mioclonias; secre¢do Desconhecido

naso-ocular; pustulas abdominais; gastren-
terite

LVA-C 21 4 anos; nistagmo horizontal; auséncia de
propiocep¢do 4 membros; mioclonia tem-
poral e palpebral; hiperreflexia; hiperacusia

LVA-C 22 4 meses, sinais gastrentéricos; respiraté- 2 doses vacinas
rios; hiperalgesia; vocalizagdo; mioclonais  polivalente
MAs; subnutri¢do

LVA-C 23 3 meses; paralisia MPs; hiperalgesia; pro-
cedéncia SP

Desconhecido

Desconhecido

LVA-C 24 3 meses; sinais gastrentéricos ; respiraté- Desconhecido
rios; neuroldgicos
LVA-C 25 3 meses; sinais gastrentéricos; respiraté- Desconhecido

rios; neurolégicos
LVA-C 26 10 anos; sinais gastrentéricos e neuroldgi- Reforgo anual 2
cos meses antes da
morte

MPs = membros posteriores; Mas = membros anteriores.

Extracdo do RNA viral

O RNA foi extraido a partir de 200puL do sobrenadante obtido
do processamento dos tecidos ou, para amostras padrdo em cul-
tivo celular, foi utilizado como material para extracdo 200uL. de
um raspado da monocamada celular infectada com 20% de ECP
ou com até 5 dias de cultivo. A extragdo do RNA viral foi realizada
por meio kit High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostika,
Basiléia, Suica).

Detecciao molecular do gene H de CDV

Para a sintese do cDNA, utilizou-se o kit comercial SuperS-
cript® III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, CA, USA),
seguindo metodologia recomendada pelo fabricante, utilizando
iniciadores randémicos.

Reacdo de RT-PCR

A reagdo de PCR foi padronizada para concentragio 6tima dos
diferentes reagentes utilizando controles positivos e negativos.
Sequéncias do gene H depositadas no GenBank foram usadas para
desenhar os oligonucleotideos iniciadores utilizando o programa
Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm), denomi-
nados CDV-H1 (5’- GTT GCC ACA AAA RCT AAACGA-3’, posicdo
453 do gene H) e CDV-H2 (5’- CCT CCY AAG GGT TCC CAT GA -3,
posicdo 1196 do gene H), resultando em um amplicon esperado
de 882 pb. Para cada reagdo com volume final de 50puL contendo
2puL de cDNA, foram acrescentados os seguintes reagentes nas
concentragdes finais: 1x tampdo de PCR, 10 mM de dNTPs ( 0,2
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mM de cada), 1,5mM de MgCI2, 1 pmol de cada iniciador CDV-H1
e CDV-H2, 2,5 U da enzima Tag- polimerase (Invitrogen, CA, USA)
e agua qg.s.p. A mistura foi aquecida por 5 min. a 94°C para desna-
turagdo seguido de 35 ciclos de 94°C durante 1 min, 53°C durante
45 segundos e alongamento a 72°C por 2 min e uma extensao final
de 72°C por 10 min em um termociclador PCR System 9700 (Gene
Amp, Applied Biosystems®). O produto amplificado foi analisado
por eletroforese em gel de agarose 0,7% contendo 0,5mg de bro-
meto de etideo/mL de gel e usando 0,5x de tampao TBE (Tris base
89 mM, Acido Bérico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0 ), em voltagem
constante (90V) por 40 min. O produto foi visualizado em tran-
siluminador com luz ultravioleta e as imagens registradas com o
equipamento Image Master VDS (Amershan Pharmacia®).

Durante a fase de padronizacio da RT-PCR, foi utilizada ainda
uma amostra de outro paramixovirus de cies, o vius da Parain-
fluenza canina tipo-2 (CPiV2), gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Paulo Michel Roehe (Universidade Federal do Rio Grande do Sul),
para controle da especificidade analitica da técnica. Ao longo de
todo o trabalho, foi utilizado como controle negativo da RT-PCR
uma amostra de tecido neurolégico de um canino (identificado
como LVA-26) que veio a dbito por causas ndo relacionadas a in-
feccdo por CDV.

Sequenciamento nucleotidico

Os amplicons gerados na RT-PCR foram purificados pelo kit
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
Buckingham, Reino Unido), de acordo com instrugdes do fabri-
cante. Utilizou-se para o sequenciamento o BigDye terminator
cycle sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems, Foster
city, USA), cuja reagdo consistiu de da adi¢do de 2uL de Big Dye;
2uL do tampéao Save Money 5x; 1 pmol de cada iniciador senso e
antisenso em reagdes separadas; 1 ou 2uL de cada amostra, de-
pendendo da intensidade da banda gerada com os produtos pu-
rificados, 4gua ultra-pura g.s.p. para um volume final de 10uL. A
solugdo foi aquecida a 92°C por 1 min e 30 ciclos de 96°C por 30
s; 50°C por 15 s e 60°C por 4 min, seguido de resfriamento até
4°C até retirada do termociclador. As amostras foram precipitadas
utilizando 30 pL agua ultra pura livre de DNAses e 60uL de isopro-
panol P.A,, mantidas em temperatura ambiente por 15 min, centri-
fugadas a 20000xg a 17°C por 25 min. O sobrenadante foi descar-
tado e 150pL de isopropanol 75% foram adicionados. Novamente
as amostras foram centrifugadas a 20000xg a 17°C por 10 min e
secas. A sequéncia de nucleotideos foi determinada através de
um sequenciador automatico de DNA (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer, Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster city, USA).

Analise filogenética

O alinhamento das sequéncias foi realizado com o aplicati-
vo ClustalW, versdo 1.83 (Thompson et al. 1997). Imperfeicdes
nos alinhamentos e artefatos presentes nas sequéncias foram
editados minimamente usando a versdo 7.01 do aplicativo Bio-
Edit (Hall 1999). Previamente a reconstrugdo filogenética, foi
analisado o modelo de substituicdo de nucleotideos através do
Modeltest (Posada & Crandall 1998). A reconstrucdo filogené-
tica foi realizada pelo método de neighbor-joining, Kimura-2
parametros através do programa de computador MEGA 4 (Ta-
mura et al. 2007). As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias nucleotidicas do gene H de outros isolados de CDV
obtidas no GenBank . Foram testadas amostras de diferentes
continentes, incluindo Europa, América do Norte e Asia (Jap3o).
A sequéncia do gene H (AF479274) de morbilivirus isolado de
focas (Phocine distemper virus) foi utilizada como grupo exter-
no. Foram considerados como significativos valores de bootstrap
superiores a 70.
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RESULTADOS

Isolamento viral e RT-PCR

Nenhuma das amostras bioldgicas analisadas foi posi-
tiva no isolamento viral. Em 10 dos 15 individuos testados
pela técnica de RT-PCR, a presenca de sequéncias do gene
H do CDV foi evidenciada em pelo menos um dos érgios
avaliados. Dentre as amostras de secre¢oes, na Unica ali-
quota de urina coletada, detectou-se a presenca do RNA
viral, e as quatro amostras de LCR geraram resultados ne-
gativos. Dentre as quatorze amostras de SNC coletadas, 9
foram positivas pela técnica de RT-PCR para detec¢do do
gene H. Amostras de outros tecidos foram coletadas, quan-
do disponiveis, e submetidas ao teste de RT-PCR no intuito
de investigar a presenca de RNA viral em outros sistemas,
além do SNC. Em relacdo a essas amostras encontrou-se:
5 amostras de baco e pulmio positivas em 8 testadas; 2
amostras positivas de bexiga em 7 testadas; 1 amostra de
linfonodo positiva em 3 testadas; 2 amostras de rim posi-
tivas em 2 testadas; 1 amostra de figado positiva em 1 tes-
tada; 1 amostra de timo positiva em 1 testada (Quadro 2).

Sequenciamento e analise filogenética molecular

Foi possivel utilizar sequéncias nucleotidicas de apenas
5 das 10 amostras positivas nas rea¢des de RT-PCR, pela
reduzida qualidade das sequéncias obtidas para os demais
amplicons. A andlise das amostras sequenciadas (LVA20,
LVA22, LVA 23, LVA24, LVA25) revelou elevada identidade
com amostras de CDV européias (97,8 a 98,1%, DQ494317;
DQ494319 e DQ494318). Na reconstrucio filogenética
obtida as amostras foram agrupadas préximas ao grupo
destas amostras europeias, de amostras norte-america-
nas mais recentes (AY964114) e de amostras japonesas
(AB025271; AB191319; AB191322 e AB191321); este

Quadro 2. Relagao das amostras de tecidos e secrec¢oes dos
individuos testados pela RT-PCR para detec¢ido do gene H e
resultados para cada caso e amostras bioldgicas

Caso Tecidos ou secre¢des analisados Resultado
LVA-C5 SNC -
LVA-C 6 SNC -
LVA-C9 SNC +
LVA-C 10 SNC -
LVA-C 13 SNC -
LVA-C 17 SNC; Ba; Pul +(SNC)
LVA-C 18 SNC +
LVA-C 19 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (SNC; Ba)
LVA-C 20 SNC; Ba; Pul; Bx + (SNC; Pul)
LVA-C 21 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (SNQ)
LVA-C 22 SNC; Ba; Pul; Bx + (SNC; Ba; Pul)
LVA-C 23 SNC; Ba; Pul; Bx; Ln; LCR + (Ba; Pul; Ln)
LVA-C 24 SNC; Ba; Pul; Bx; LCR; T; Rim; U + (todas; - LCR)
LVA-C 25 SNC; Ba; Pul; Bx; Fig; Rim + (todas)
LVA-C 26 SNC -

(+) Positivo; (-) negativo; SNC = sistema nervosa central; Ba = bago; Pul =
pulmio; Bx = bexiga; Ln = linfonodos; LCR = liquido céfalo raquidiano.

grupo encontra-se geneticamente mais distante do grupo
nomeado America-1, composto das estirpes vacinais Sny-
der Hill (AF259552), Onderstepoort (D00758) e Lederle

(Fig.1).
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Fig.1. Arvore filogenética enraizada utilizando a sequéncia de nu-
cleotideos de um segmento do gene que codifica a proteina
H do CDV. As amostras analisadas estdo marcadas com um
losango. Apenas valores de bootstrap acima de 70 sdo mos-
trados. A sequencia derivada de morbilivirus de focas (Phoci-
neDV; AF479274) foi utilizada como grupo externo.

DISCUSSAO

Nio foi possivel isolar o CDV a partir das amostras coleta-
das, mas 10 amostras resultaram positivas na RT-PCR. Tais
achados se assemelham aqueles observados por diferentes
autores no que tange aos indices de confirmacdo do diag-
nostico no laboratério e distribuicdo do CDV nos diferen-
tes 6rgdos, seja por técnicas de PCR convencionais ou em
tempo-real (Del Puerto et al. 2010, Elia et al. 2006, Headley
etal. 2009)

Os quinze animais utilizados neste estudo foram euta-
nasiados em decorréncia da evolugao dos sintomas neuro-
l6gicos. Todavia, em cinco dos animais, ndo houve resulta-
do positivo para presenca do genoma de CDV em nenhum
dos tecidos ou secrecdes analisados. Além de limitacoes
que podem mesmo estar relacionadas a RT-PCR quanto a
sensibilidade analitica, presenca de inibidores nas amos-
tras testadas, entre outras e sinais neurolégicos diversos
podem ainda ocorrer em cdes nos casos de intoxicagdo por
varias substancias quimicas (organofosforados), nas alte-
ra¢des anatdmicas ou traumaticas do SNC (displasia occi-
pital, sindrome vestibular), secundario a alteracdes sisté-
micas como hepato- e nefropatias ou infec¢cdes por outros
agentes infecciosos (Thomas 1998). Esta diversidade de
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possiveis causas para sinais clinicos de comprometimento
nervoso em caes e um terco de animais negativos na de-
tec¢do laboratorial no presente estudo apontam que, salvo
falhas inerentes a técnica de diagndstico molecular empre-
gada, uma parte consideravel dos casos frequentemente
diagnosticados na clinica como cinomose podem na ver-
dade ser manifestacdes de outras enfermidades com sinais
clinicos semelhantes.

Amostra de urina foi colhida de um tnico individuo, LVA-
-C 24 e material gendmico do CDV foi detectado neste ma-
terial. Assim como em todas as outras amostras de tecidos
testadas deste animal, com exce¢do do LCR que apresentou
resultado negativo na RT-PCR. Diferentes estudos apontam
que a urina pode ser uma amostra biolégica importante
para uso no diagnéstico ante-mortem (Amude et al. 2006).
Em outro estudo, um fragmento do gene N do CDV pode
ser amplificado a partir de amostras de urina em vinte e
dois caninos testados e sugeriram ser a urina mais sensivel
que o soro e leucdcitos e tdo sensivel quanto o LCR, quando
comparados os resultados (Saito et al. 2006). Entretanto,
estes mesmos autores obtiveram resultados inexpressivos
ao testar LCR, soro e sangue total periférico. Fragmentos
do genoma de CDV ndo foram detectados em amostras de
LCR em nenhum individuo testado durante todo o periodo
pos-infeccdo avaliado em um estudo conduzido para detec-
¢do do virus em diversos tecidos (Kim et al. 2006) assim
como outros investigadores também encontraram resulta-
dos negativos no RT-PCR de LCR de animais com cinomose
diagnosticada por meio de imuno-histoquimica (Frisk et al.
1999). Com a técnica de detec¢do molecular padronizada
neste trabalho as quatro amostras de LCR de animais po-
sitivos para o CDV geraram resultados negativos. Um baixo
numero de copias de RNA viral no LCR pode estar relacio-
nada a dificuldades na detec¢do do genoma do CDV no LCR
(Amude et al. 2006). A tentativa de isolamento viral a partir
de amostras de diferentes 6rgaos nio teve sucesso, mesmo
para as amostras de individuos positivos para o CDV pela
RT-PCR. Quando os cultivos celulares expostos as amostras
biolégicas foram testados pela RT-PCR apenas o RNA extra-
ido da primeira passagem do sobrenadante de tecido ner-
voso do canino LVA-17 gerou um resultado positivo, mas
este mesmo material foi negativo para o fragmento geno-
mico alvo nas 9 passagens subsequentes. A linhagem celu-
lar adotada para este trabalho, MDCK, foi também utilizada
por outros pesquisadores para o isolamento de CDV a par-
tir de amostras de tecidos infectados (Lednicky et al. 2004).
Lednicky et al. (2004) testaram as linhagens MDCK, MV 1
LU e Vero para o isolamento de amostras de CDV a partir de
tecidos de guaxinins. A detecgdo viral por RT-PCR ocorreu
mais precocemente em células MDCK, entretanto o ECP foi
mais evidente no material inoculado em células Vero.

Nos ultimos anos, a andlise de fragmentos gendmicos do
gene H e de outros genes de CDV tém permitido identificar
diferentes classes filogenéticas classificadas de acordo com
sua origem geografica (Asia-1, Asia-2, Europa, USA, Arti-
co) e/ou ao ano de identificacdo da amostra (América-1:
1930-1950; velhos CDVs) (Mochizuki et al. 1999, Martella
et al. 2002, Pardo et al. 2005). A andlise filogenética reali-
zada neste trabalho, baseada em um segmento de 570pb do

Pesq. Vet. Bras. 32(1):72-77, janeiro 2012

gene H sugere que as amostras avaliadas neste estudo en-
contram-se geneticamente relacionadas as linhagens euro-
peias e norte-americanas recentemente descritas, também
chamadas na literatura de novos CDVs, tais como a amostra
25259 (isolada em 2004) (Pardo et al. 2005). Neste mesmo
taxon estdo agrupadas as amostras italianas identificadas
entre os anos 2000 a 2004. Esse grupo encontra-se proxi-
mo a linhagem Asia 1, onde estdo agrupadas a amostra ja-
ponesa KDK-1 (1998) e amostras norte-americanas (Pardo
etal. 2005, Sultan et al. 2009, Woma et al. 2010). E notavel
nos resultados de filogenia obtidos no presente trabalho e
na literatura recente, o distanciamento das amostras detec-
tadas no campo em relagdo ao grupo América-1, onde se
encontram as amostras comumente utilizadas em vacinas.

Mochizuki et al. (1999) sugerem que a importacio de
animais possa explicar a entrada de uma estirpe de CDV
identificada em casos clinicos no Japao em 1999. Martella
et al. (2006) também acreditam que o aumento do deslo-
camento global de animais possa ter propiciado o apareci-
mento de amostras incomuns de CDV na Italia. Pardo et al.
(2005) especulam que a transmissdo interespécies do CDV
possa esclarecer a epidemia de cinomose em guaxinins no
ano de 2001 estar associada a um virus da linhagem Artica
no ressurgimento do CDV na América do Norte e sua poste-
rior disseminagdo a outros paises no grupo nomeados de
novos CDVs.

Com relacdo ao status vacinal apenas para os indivi-
duos LVA-C 22 e LVA-C 19 referiam duas doses de vacinas
aplicadas aos sessenta e noventa dias de idade. O produto
utilizado adota a estirpe Onderstepoort. Sobre os outros
individuos nenhuma informagéao sobre vacinagao prévia foi
obtida. Associados aos dados de filogenia obtidos, o quadro
geral dos achados sugere que o aumento da ocorréncia da
doenca possa estar relacionado com as diferengas genotipi-
cas entre as estirpes circulantes e as existentes nas vacinas
atualmente utilizadas como método profilatico contra a ci-
nomose canina. Todavia, faltam estudos de epidemiologia
molecular mais amplos ou mesmo experimentos de imu-
nizacdo e protecdo cruzada que possam atestar tais infe-
réncias.
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