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Il cimurro del cane:
aspetti diagnostici e scelta

dei campioni in funzione della
dinamica virologica
e sierologica
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la diagnosi di CDV.

INTRODUZIONE

Il cimurro € una malattia infettiva dei carnivori dome-
stici e selvatici, sostenuta da Canine Distemper Virus
(CDV), classificato nel genere Morbillivirus della fami-
glia delle Paramixoviridae.

Linfezione ¢ caratterizzata da elevata contagiosita e mot-
talita soprattutto tra i giovani soggetti. Il virus ¢ presente
nelle secrezioni respiratorie, nelle urine e nelle feci de-
gli animali infetti e puo essere trasmesso mediante ae-
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Lo studio riporta i dati virologici e sierologici
di due cani con quadri clinici assai diversi di ci-

murro.

rosol ad animali recettivi a contatto. Sebbene possibile,
la trasmissione indiretta assume un significato epide-
miologico meno rilevante a causa della labilita del virus
nell’ambiente. Questo in parte giustifica una maggiore
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prevalenza dellinfezione in condizioni di sovraffollamento
che generalmente caratterizzano 1 canili, rifugi e nego-
zi di animali.

11 periodo di incubazione del cimurro ¢ generalmente di
1-2 settimane. Dopo l'infezione per via inalatotia mediante
acrosol infetti, il virus presenta uno spiccato linfotropi-
smo e I'invasione degli organi linfoidi cortisponde al pri-
mo picco febbrile e al rilievo di linfopenia. Intorno al 7°-
9° giorno p.i. si assiste ad una seconda fase viremica, in
cui CDV inizia la colonizzazione di tutte le strutture epi-
teliali e in seguito del sistema nervoso centrale'. Questo
stadio corrisponde all’inizio dell’escrezione virale e I'esi-
to dell’infezione e la severita dei sintomi vatiano sensi-
bilmente in base al ceppo virale in causa, all’eta dell’ani-
male e al suo stato immunitatio®. Questo giustifica una
variabilita clinica dell'infezione che puo risultare asinto-
matica o caratterizzata da una diversa combinazione di
sintomi a carico dell’apparato respiratorio, gastroenteri-
co, nervoso e tegumentario®. La sintomatologia nervo-
sa puo caratterizzare anche la forma cronica di cimurro,
presentandosti a distanza di tempo dalle altre manifesta-
zioni cliniche o come unica manifestazione dell’infezio-
ne'. L'imprevedibile evoluzione di un’infezione da CDV,
che include anche una viremia di durata variabile, rende
alquanto ostica la diagnosi e, soprattutto, cruciale la scel-
ta dei campioni piu opportuni da inviare al laboratotio.
Draltro canto, la spiccata contagiosita del virus richiede
una tempestivita negli accertamenti diagnostici e nel con-
seguente management del cane infetto.

La real time-PCR per CDV é stata impiegata per
la valutazione della carica virale presente nei

campioni biologici regolarmente raccolti da en-
trambi i cani.
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Lo sviluppo delle metodiche biomolecolari ha sicura-
mente reso piu agevole la diagnosi di CDV e molti stu-
di sono stati condotti per valutare la presenza/persistenza
del virus nelle diverse matrici biologiche. Tuttavia, nel-
la maggior parte dei casi si trattava di infezioni speri-
mentali o, nel caso di infezioni naturali, il campionamento
era stato limitato ad alcuni campioni biologici e ad un
periodo limitato dell'infezione.

Nella presente nota sono riportati i risultati virologici e
sierologici relativi a due cani con infezione naturale da
CDYV e con una evoluzione clinica diversa.

MATERIALI E METODI
Animali e raccolta dei campioni
T due cani oggetto dello studio, 359/13 e 360/13, indi-
cati rispettivamente con A e B, sono stati ricoverati pres-
so I'Unita di isolamento dell’Ospedale Didattico Veteri-
natio dell’Universita di Bari, per sospetto di cimurro. 1
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due soggetti provenivano da un canile di Molfetta, in pro-
vincia di Bari, dove era stato segnalato un focolaio di ci-
murro e dove non si effettuava la profilassi vaccinale.
Quando I'infezione da CDV ¢ stata confermata, i pro-
prietari degli animali hanno autotizzato una terapia di sup-
porto. Quest’ultima, come l'inclusione dei dati raccolti
da entrambi gli animali nel presente studio, sono stati con-
testualmente autorizzati dal Comitato Etico del Dipar-
timento di Medicina Veterinaria di Bari.

Gli animali sono stati sottoposti a visite costanti ¢ a te-
rapia di supporto durante tutto il decorso.

1 soggetto A, cucciolo di 3 mesi di eta, presentava sinto-
mi respiratori, quali scolo nasale, oculare e tosse, ma era
in condizioni generali abbastanza buone e con appetito
conservato. Dopo qualche giorno dal ricovero, il sogget-
to manifestava ipertermia (39.5-40°C), anotessia, vomito
e diarrea emorragica, con risoluzione degli stessi nell’at-
co di 3 settimane. [’esame delle feci evidenziava una in-
festazione da coccidi che veniva trattata con antiparassi-
tari fino alla negativizzazione dell’esame coprologico. Ri-
maneva costante il rilievo nel cucciolo di abbattimento del
sensotio e lieve ipertermia (39.2°C). Un mese dopo il ti-
covero, il soggetto sviluppava una sintomatologia neuro-
logica progressiva, con atassia, incoordinazione motoria,
dismetria e ipermetria, paresi e paralisi, cui seguiva il de-
cesso dopo 9 giorni dall’inizio dei sintomi neurologici.
11 soggetto B, di circa 8 mesi di eta, al momento del ri-
covero presentava lievi sintomi generali di malattia con
letargia, febbre, scolo nasale e congiuntivale e iperche-
ratosi del tartufo (Fig. 1). Quest’ultimo segno clinico la-
sciava presupporre un’infezione da CDV alquanto re-
trodatata. Nell’arco di una settimana dal ricovero, si re-
gistrava una completa remissione dei sintomi e il sog-
getto veniva dimesso dopo circa 6 settimane dal ricovero,
in condizioni generali abbastanza buone, a parte un evi-
dente dimagrimento. Durante il periodo di osservazio-
ne, da ogni soggetto sono stati prelevati, ogni 4 giorni
circa, campioni di sangue, urine, tamponi congiuntiva-
li (TC), nasali (TN) e rettali (TR), al fine di valutare la
cinetica dell’escrezione virale. I campioni di siero sono
stati raccolti ogni settimana per valutare i titoli anticot-
pali mediante sieroneutralizzazione (VN) ed ELISA.

Preparazione dei campioni

I campioni biologici raccolti dai due soggetti in esa-
me sono stati processati per Pestrazione del’RNA e
DNA mediante il kit QIAamp cador pathogen mini
kit (Qiagen S.p.A., Milano), secondo le istruzioni del
manuale.

Real time-PCR per CDV

Per la diagnosi di CDV, i campioni dei due cani raccolti
al momento del ricovero sono stati processati in real time-
PCR’. La stessa metodica ¢ stata poi utilizzata per valu-
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Figura 1 - Ipercheratosi del tartufo nel soggetto B.

tare la dinamica di escrezione virale nei due soggetti.
L’RNA standard, costruito sul gene della nucleoprotei-
na di CDV, ¢ stato diluito ed i duplicati di ciascuna di-
luizione, da 1x10® a 1x10", sono stati sottoposti a retro-
trascrizione contestualmente ai campioni da saggiare.
La retrotrascrizione del’RNA ¢ stata effettuata in un vo-
lume di reazione di 20 pl contenenti PCR buffer 1x (KCI
50 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.3), MgCI2 5mM, 1mM
di ciascun nucleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Rna-
se inhibitor 1U, MuLV reverse transcriptase 2.5 U, ran-
dom hexamers 2.5 U. La sintesi del cDNA ¢ stata ef-
fettuata con 1 ciclo a 42°C per 30 minuti, e successiva
denaturazione a 99°C per 5 minuti.

11 c-DNA dei campioni e del’RNA standard cosi otte-

nuto ¢ stato sottoposto a real time-PCR in
un volume di reazione di 50 ul contenenti
25 ul di IQTM Supermix (Biorad labora-
tories Stl, Milano, Italia), 600 nM del pri-
mer CDV-F (5>~ AGCTAGTTTCATCT-
TAACTATCAAATT-3’) ¢ CDV-R (5-
TTAACCTCTCCAGAAAACTCATGC-
3%, 400nM della sonda CDV-Pb (FAM-
ACCCAAGAGCCGGATACATAGTTT-
CAATGC-TAMRA).

I campioni sono stati analizzati con il 7500
real time-PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), utilizzando il seguente
protocollo termico: 10 minuti a 95°C per la
fase di attivazione della polimerasi, 45 cicli
denaturazione a 95°C per 15 secondi, an-
nealing dei primer a 48°C per 1 minuto ed
estensione a 60°C per 1 minuto.

Genotipizzazione

Per definire il genotipo CDV identificato
nei due soggetti ¢ stata effettuata una semi-
nested multiplex PCR®, in grado di valu-
tare I’eterogeneita genetica del gene H.

L’RNA estratto ¢ stato sottoposto a retrotrascrizione e
il cDNA adoperato per la prima reazione di PCR. L’'am-
plicone ¢ stato usato come templato per una seconda rea-
zione di PCR, allestita con una miscela di primer dai tar-
get diversi e specifici di ciascun lineaggio. In questo modo
P'ampiezza del frammento amplificato risulta identificativa
per ciascuno dei 4 lineaggi di CDV (Fig. 2).

Per una valutazione sierologica piu completa di
entrambi i cani é stato messo a punto un test ELI-

SA allestito con virus intero.

Gene H (1824 bp)

-

1160 bp ==

— 232b

—— 203b (Asia 2)

————— 199b (Asia 1)

1086 bp

739 bp —=— 202b (Arctic)

622 bp —=— 201b (America 1, vaccines)
282 bp —— 200 (Europe)

225 bp

Figura 2 - Schema della strategia di genotipizzazione di CDV.
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Screening per altri patogeni

I campioni raccolti sono stati valutati per la presenza di
altri patogeni importanti del cane, utilizzando metodi-
che biomolecolari ampiamente descritte e standardizzate.
Si e dunque provveduto alla ricerca di: parvovirus del cane
tipo 2 (CPV-2)"#, adenovirus del cane tipo 1 ¢ 2 (CAV-
1 and CAV-2)’; coronavirus enterico (CCoV)'"; coro-
navirus respiratotio!! e reovirus'®.

Esami sierologici

LVimmunita umorale ¢ stata monitorata parallelamente con
il test di sieroneutralizzazione (SN) e un test ELISA.
Per la SN sono state allestite diluizioni a raddoppio dei
sieri in esame, partendo dalla diluizione 1:2. A ciascu-
na diluizione dei sieri sono state aggiunte 100 Dosi In-
fettanti Tessuto Coltures() (TCID5) di CDV, ceppo On-
derstepoort e, dopo 60 min di contatto a temperatura
ambiente, a ciascuna miscela siero-virus sono state ag-
glunte 2 X 10* cellule VERO.

La lettura ¢ stata effettuata dopo 72 ore di incubazio-
ne a 37°C, considerando come titolo neutralizzante per
ciascun siero la piu alta diluizione in grado di neutra-
lizzare il virus ed inibire, quindji, la formazione degli ef-
fetti citopatici sulle cellule.

Limportanza di una diagnosi tempestiva di CDV
risiede nella possibilita di mettere in atto le mi-
sure piu idonee per contenere la diffusione del

virus, soprattutto in situazioni epidemiologiche a
rischio.
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I medesimi sieti sono stati testati parallelamente in ELI-
SA. I test ¢ stato allestito con I'antigene intero CDV,
ottenuto mediante ultracentrifuazione (140 000xg a 4°C)
del surnatante di cellule VERO, raccolto dopo 3 gior-
ni dallinfezione con lo stipite Onderstepoort. 1l pellet
cosi ottenuto e risospeso in PBS ¢ stato diluito in tam-
pone carbonato (25 pg/ml) ed utilizzato quale antige-
ne pet il cating overnight a +4°C di piastre a 96 poz-
zetti (Polysorb, Nunc). Dopo quattro lavaggi rapidi in
PBS contenente lo 0.05% di Tween 20 (PBS-T), a cia-
scun pozzetto ¢ stata aggiunta la soluzione di bloccaggio
(0.2% di gelatina in tampone carbonato) e la piastra la-
sciata incubare a 37°C per 90 min. Dopo ulteriori la-
vaggi rapidi, 1 sieri in esame sono stati diluiti 1:50 e la-
sciati ad incubare nei relativi pozzetti a 37°C per 90 min.
Sono stati effettuati altri lavaggi della piastra, quindi I'in-
cubazione con anticorpi anti-IgG di cane coniugati con
perossidasi per 1 h a 37°C.

Dopo quattro lavaggi e la successiva aggiunta del sub-
strato [2,2-azino-di-(3-ethylbenzo-thiazoline sulphonate),
ABTS, Sigma-Aldrich], la piastra ¢ stata incubata a tem-
peratura ambiente per 25 min e, successivamente, ¢ sta-
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ta determinata la densita ottica a 405 nm (OD405) me-
diante spettrofotometro.

11 cut off di 0.042 ¢ stato determinato calcolando la me-
dia pit tre deviazioni standard dei valori OD di 10 sie-
ri di controllo, tutti di collezione, ottenuti da cani sie-
ronegativi per CDV.

RISULTATI

La conferma dell’infezione da CDV ¢ stata ottenuta con
il test real time-PCR effettuato sui campioni raccolti al
momento del ricovero dai due animali. Nel cucciolo A
tutti i campioni (TN, TC, TR, sangue e urine) erano ri-
sultati positivi, mentre nel soggetto B erano risultate po-
sitive solo le urine ed il TR. I’analisi genotipica mediante
semi-nested multiplex PCR ha permesso di classificare
il ceppo CDV come appartenente al lineaggio Artico. En-
trambi gli animali sono, inoltre, risultati negativi allo scree-
ning per gli altri patogeni del cane.

Valutazione dell’escrezione virale

La quantificazione del’RINA virale ¢ stata effettuata a par-
tire dal giorno di ricovero fino al decesso per il sogget-
to A, mentre si ¢ protratta fino alla clearance virale nel
soggetto B.

1l soggetto A ha mostrato un’escrezione virale costan-
te in tutti 1 campioni raccolti con titoli piu elevati nelle
urine, TR, TN e TC (Tab. 1). Anche il giorno prima del
decesso (37° giorno dal ricovero), in presenza di sinto-
matologia nervosa conclamata, tutti 1 campioni prelevati
risultavano positivi con titoli superioti a 1.06 x 10* co-
pie RNA/ul di templato.

Il soggetto B ha presentato un andamento dell’infezio-
ne in linea con una risposta immunitaria attiva. L’escre-
zione virale ¢ stata costante nelle urine per tutto il pe-
riodo di osservazione (44° giorno di osservazione). Ti-
toli pit elevati sono stati registrati tra il 10° e 22° giot-
no di osservazione con un valore medio di 1.47x10* co-
pie RNA/ul di templato (Tab. 1). Nel restante periodo
il titolo medio riscontrato nelle urine ¢ stato di 7.22 x
102 RNA/pul di templato.

I'TR sono risultati costantemente positivi dal primo al
32° giorno di osservazione con il valore piu elevato (5.71
x 10* RNA copie/pl di templato) registrato al 10° giot-
no. Gli altri campioni, negativi al momento del ricove-
costante, sempre a titoli piuttosto bassi, e si sono com-
pletamente negativizzati a partire dal 32° giorno di os-
servazione.

Valutazione sierologica

Come prevedibile dal differente decorso clinico, I'im-
munita umorale valutata nei due soggetti ha presenta-
to notevoli differenze.
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Tabella 1 - Determinazione del’RNA virale di CDV mediante real time-PCR
in 2 cani (A e B) con infezione naturale

Giorni di TN
osservazione A B A B A B A B A B
1 5.60x10° neg 5.60x10° neg 3.72x10° | 3.10x10% | 5.95x10° neg 9.29x10* | 3.37x10?
5 2.01x10° neg 1.31x10° | 1.52x10° | 7.99x10° | 7.24x10? | 3.59x10° neg 4.87x10° | 2.88x10°
10 3.86x10° | 1.06x10° | 1.63x10° neg 1.62x10% | 5.71x10* | 1.32x10° | 1.17x10° | 6.02x10° | 2.02x10*
14 1.25x10° | 1.96x10% | 1.46x10° neg 9.45x10° | 3.53x10% | 9.57x10* neg 8.29x10* | 5.04x10°
18 3.12x10° | 8.56x10? | 3.22x10° | 8.66x10? | 7.75x10° | 8.06x10% | 1.14x10° neg 1.91x10° | 8.70x10°
22 3.07x10° | 3.49x10? | 2.26x10° | 1.09x10° | 7.94x10° | 8.71x10% | 4.71x10* | 1.06x10? | 6.20x10° | 2.49x10*
27 9.01x10° neg 6.67x10° | 9.77x10% | 3.32x10° | 1.49x10° | 4.71x10* | 4.58x10% | 9.24x10* | 5.26x10?
32 4.46x10° neg 2.21x10° neg 5.25x10° | 7.50x10% | 3.20x10* neg 7.85x10* | 2.83x10?
37 4.65x10* neg 5.03x10° neg 8.04x10* neg 1.06x10* neg 9.81x10* | 7.36x10?
44 ND neg ND neg ND neg ND neg ND 1.19x10?

A: cane A; B: cane B; TN: tampone nasale; TC: tampone congiuntivale; TR: tampone rettale; S: sangue intero; U: urine; ND: non determinato.

I campioni di siero prelevati dal cucciolo A, deceduto
con sintomatologia neurologica, sono risultati costan-
temente negativi in SN. Il test ELISA ha invece evi-
denziato una debolissima risposta anticorpale con valori
oscillanti da 0.067 a 0.071, e pressoché costanti nell’in-
tero periodo di osservazione (37 giorni).

1l soggetto B di 8 mesi, e con una sintomatologia poco
evidente, ha presentato titoli anticorpali in SN compresi
tra 1:160 e 1:320. I risultati del test ELISA, attestando-
si su un valore medio di 0.245, hanno confermato una
buona sieroconversione e hanno dimostrato che nei cam-
pioni di siero in esame erano presenti elevati livelli di an-
ticorpi IgG essendo questi gli unici anticorpi rilevabili
con il sistema ELISA allestito.

DISCUSSIONE

Il cimurro rappresenta ancora oggi una malattia infet-
tiva altamente contagiosa e potenzialmente letale per il
cane. Una diagnosi tempestiva e affidabile dell'infezio-
ne puo avere ricadute epidemiologiche importanti, so-
prattutto se interessa soggetti provenienti da allevamenti
o da canili.

Nelle fasi iniziali della malattia, nelle quali non si ¢ an-
cora manifestata la forma nervosa, o in animali che pre-
sentano una forma clinica molto lieve, ¢ complicato for-
mulare una diagnosi clinica a causa di sintomi poco spe-
cifici e molto variabili.

I due casi clinici di cimurro, oggetto del presente stu-
dio, hanno evidenziato da un lato I’estrema variabilita
del decorso clinico della malattia, dall’altro 'importanza
nella scelta del campione da testare per una diagnosi cer-
ta di CDV.

11 cucciolo A ha presentato un decorso clinico in cui, esau-
rita completamente la sintomatologia sistemica nell’ar-

L’estrema sensibilita delle tecniche biomoleco-
lari e I'affidabilita di campioni semplici da rac-

cogliere, quali urine e tamponi rettali, possono fa-
cilitare la diagnosi di CDV.

co delle 3 settimane dal ricovero, le condizioni genera-
li sono tornate soddisfacenti per un periodo di circa 10
giorni, in cui sarebbe stato oggettivamente difficile dia-
gnosticare CDV. In questo periodo, tuttavia, in tutti i cam-
pioni prelevati dal cucciolo sono stati registrati alti titoli
virali, ticalcando in tal modo I'importanza di una diagnosi
precoce della malattia al fine di evitare I'ulteriore diffu-
sione del virus.

Come prevedibile, tutti i prelievi di siero del cucciolo A
sono risultati costantemente negativi in SN e debolmente
positivi in ELISA. Questi risultati sono assolutamente
in linea con la dinamica di produzione anticorpale in cor-
so di infezione da CDV. Nei morbillivirus, la proteina
N rappresenta la proteina immunodominante, in grado
di stimolare un’importante, nonché precoce, risposta
umorale in corso di infezione'. In quest’ottica, test dia-
gnostici basati sulla proteina N o, come nel nostro caso,
su tutti gli antigeni virali, risultano molto piu sensibili ri-
spetto alla SN per valutare lo stato sierologico di un cane
infetto da CDV. Inoltre ¢ stato osservato che in alcuni
casi di infezione acuta da CDV si sviluppa una risposta
immunitaria molto limitata nei confronti delle glico-
proteine H ed F che veicolano gli epitopi neutralizzan-
ti, a fronte di una risposta umorale verso la N assolu-
tamente invariata.

Completamente diverso ¢ stato il profilo sierologico re-
gistrato nel cane B che, gia al momento del ricovero, pre-
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sentava un titolo elevato in SN e in ELISA. La spicca-
ta sieroconversione poteva essere giustificata o dall’eta
del soggetto al momento dell’infezione, o da pregres-
si contatti con il virus patogeno che da tempo citcola-
va nel canile.

In questo cane ¢ stata osservata un’evoluzione subclini-
ca dellinfezione, con guatigione nel giro di una settimana.
Tuttavia, anche in questa situazione di difficile sospetto
diagnostico, le urine si sono confermate campione di ele-
zione per la diagnosi di cimurro.

Al momento del ricovero, infatti, ad eccezione delle uri-
ne e del TR, tutti gli altri campioni, compreso il sangue,
erano risultati negativi mentre, durante il periodo di os-
servazione, sono risultati positivi in maniera incostante
e a basso titolo e, rispetto alle urine, si erano negativiz-
zati precocemente. Nel caso specifico, non sottoponendo
ad esame per CDV le urine ed, eventualmente, il TR, sa-
rebbe stato acquisito un risultato falso negativo in mol-
ti momenti dell'infezione, precludendo la possibilita di
mettere in atto le misure pit idonee per contenere la dif-
fusione del virus.
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1l sangue intero, 1 tamponi congiuntivali e le urine sono
considerati campioni di elezione per la diagnosi di
CDV*1516 sebbene la loro affidabilita debba essere va-
lutata in funzione dell’evoluzione clinica dell’infezione
e dello stadio della medesima. Nel presente studio solo
le urine sono risultate positive in entrambi i soggetti in-
fetti, in tutti i momenti dei prelievi, a dimostrazione del-
la maggiore attendibilita di questo campione tispetto agli
altri, indipendentemente dall’evoluzione clinica dell’in-
fezione.

Un dato interessante, gia tiportato in letteratura'’, ¢ quel-
lo relativo ai tamponi rettali che in entrambi i soggetti
infetti sono risultati positivi, sebbene per un tempo leg-
germente inferiore rispetto alle urine.

La recrudescenza di focolai di cimurro'®, collegata qua-
si sicuramente all’importazione illegale di cani dai Pae-
si del’Est Europeo, richiede che venga implementata da
un lato la profilassi vaccinale, dall’altro un sistema dia-
gnostico rapido e affidabile per poter mettere in atto ido-
nee misure di profilassi diretta soprattutto nei canili e ne-
¢li allevamenti.

L’evoluzione clinica estremamente variabile del cimurro rende difficile una diagnosi precoce
dell’infezione e cruciale la scelta del campione biologico piu idoneo.

Indipendentemente dallo stadio dell’infezione e dalle sue manifestazioni cliniche, le urine si
attestano come campione biologico affidabile per una diagnosi certa di cimurro.

In considerazione di una recrudescenza dell’infezione da CDV si rende necessario imple-
mentare sia la profilassi vaccinale che la metodologia diagnostica.

Canine distemper: the importance of choosing appropriate biological samples

for diagnosis

Canine distemper virus (CDV’) is the cause of a severe and highly contagions disease in dogs. The unpredictable and variable conrse
of CDV -related disease may hamper correct diagnosis of infection and markes it crucial the collection of samples suitable for labo-
ratory confirmation. By the way, considering the great infectious potential of the disease, the detection of CDV from different bio-
logical specimens is essential of determining subsequent patient management. In this note, the clinical findings, the virological and
serological results of natural CDV infection in two dogs from an outbreak observed in a kennel are reported.

We were able to follow canine distemper disease in two naturally infected dogs, collecting different biological matrices during the entire
period of infection. Whole blood, urine, rectal, nasal and conjunctival swabs were screened for viral excretion by real time-PCR.
Serum samples were collected once a week and tested in virus neutralization and E1ISA assays.

By real time-PCR, viral RINA was detected and quantified, suggesting that urine and rectal swabs would be useful for ante-mortem
diagnosis of distemper in dogs, regardless of the clinical stage and form of the illness.
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