
 Original Article  | Iran J Med Microbiol. 2021; 15(2): 212-226 

Year 15, Issue 1 (January & February 2021)                       Iranian Journal of Medical Microbiology 

Iranian Journal of Medical Microbiology | ISSN:2345-4342 
 

Molecular and Immunological Investigation of Canine Distemper Virus 
(CDV) and Its Co- infection with Canine Parainfluenza Virus Type 2 

 
Afsaneh Tavakoli Zaniani1, Azam Mokhtari1,2* , Atefeh Esmailnejad3 

 

1. Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Shahrekord University, Shahrekord, Iran  
2. Research Institute of Zoonotic Diseases, Shahrekord University, Shahrekord, Iran 
3. Department of Pathobiology, School of Veterinary Medicine, Shiraz University, Shiraz, Iran  

 
            10.30699/ijmm.15.2.212 
 

 ABSTRACT 
 

Background and Aim: Canine distemper (CD) is a highly transmissible serious disease of carnivores. Distemper virus has 
immunosuppression effects, which, in turn, could lead to opportunistic infections. The present study was performed to 
detect CDV by the genomic and immunological methods and investigate its co- infection with canine parainfluenza virus 
type 2 (CPiV-2). 
Materials and Methods: In this study, which was conducted from Spring 2018 to Winter 2019, samples of blood, eye, 
respiratory, and digestive system were collected from 50 dogs suspected to CDV (group 1: symptomatic dogs) as well as 50 
seemingly healthy dogs (group 2: asymptomatic dogs). Rapid distemper immunochromatography kit was applied for the 
primary detection of CDV. RT_PCR test was also performed using special primers for molecular investigation. 
Results:  Results of immunochromatography showed twenty nine and one positive cases among dogs suspected to CDV and 
seemingly healthy dogs, respectively. After RT_PCR assay, in the first group, 37 samples were reported as CDV positive and 
11, CpiV-2 positive. Furthermore, three CDV- and one CpiV-2-positive cases were found in the second group. Besides, the 
frequency of CDV and CpiV-2 co-infection was 4%.  
Conclusion:   In the present study, using statistical tests, we observed no association between distemper and CpiV-2.. 
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Introduction
Canine distemper virus (CDV) is a member of the 

family Paramyxoviridae, which can infect certain 
epithelial cell lines of the respiratory, gastrointestinal, 
or nervous systems (1). The virus is endemic in many 
areas, such as India, Denmark, Finland, Brazil, and 
North America (2). A high prevalence (55.6%) of CDV 
has been reported among the rural dogs in the north 
of Iran (3). Avizeh et al. (2007) in another study 
revealed a prevalence of 17.52% for CDV (4).  

In sensitive species, CDV inhibits immunity and its 
receptor is the signaling lymphocyte activation 
molecule 4 (SLAM 4) (5). Such condition often gives 
other microorganisms a chance of occurrence and 
infection. Although the distemper vaccine has 
significantly reduced the disease, it is still endemic in 
many parts of the world (6-12).  
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There are studies on the co-infection of CDV and 
some other viruses, including canine parvovirus type 2 
(CPV-2), canine alphaherpesvirus 1 (CHV-1), and 
canine adenovirus types 1 and 2 (CAV-1 and -2). 
Recently, new reports have shown that CDV infection 
can facilitate the development of diseases caused by 
emerging viruses (13-17).  

Morbilliviruses, such as CDV are transmitted by 
aerosols and cause clinical signs, including respiratory 
and gastrointestinal symptoms, which are often 
complicated by other pathogens. Another feature of 
Morbillivirus infection is the temporary severe 
suppression of the host immune system (7). 

During the first 24 h after CDV infection, the virus 
accumulates in macrophages, as well as B and T cells. 
Afterwards, the virions go towards the lymphoid 
tissues and multiply in the reticuloendothelial organs 
within 4-6 days after the infection (18, 19). The initial 
virus proliferation in the lymphoid tissues leads to 
severe suppression of the immune system (20, 21, 22). 

Following viraemia, CDV spreads to a number of 
epithelial tissues and the central nervous system (19). 
Infectious lymphocytes penetrate the epithelial tissue 
and may locally increase the number of viruses in the 
epithelial cells, followed by respiratory, intestinal, and 
urinary tract infections. Penetration of T lymphocytes 
and dendritic cells can, in turn, cause cutaneous 
disease manifestations (23). Moreover, lymphopenia 
could occur due to a reduction in the population of 
CD4+ and CD8+ T cells, in addition to CD21+ B cells (21, 
22). Unlike CD8+ cells, which are resistant, CD4+ 
lymphocytes, as apoptotic cells, are likely to die (23, 
24, 25).  

The decline in circulating immune system cells may 
result from the diminished number of cells in the 
lymphatic organs and the apoptosis of white blood 
cells. Furthermore, programmed cell death can 
happen in non-infected cells indicating an additional 
non-viral mechanism of apoptosis. Therefore, the 
overactivation and death of lymphocytes because of 
the Fas protein should be considered in the CDV 
infection (26, 27). On the other hand, canine 
parainfluenza virus type 2 (CPiV-2) is an ssRNA virus 
belonging to the Paramyxoviridae family. This virus is 
quite similar to the simian virus 5, which was first 
reported as Simian-5 virus by Binn et al. in 1967 in 
dogs with respiratory disease symptoms.  

The CPiV-2 is a highly contagious virus, an important 
symptom of which is a dry cough. Mild fever, lack of 
energy, and loss of appetite are other symptoms of 
the disease. Collecting and keeping dogs in shelters 
and breeding centers or contact with sick dogs can 
cause further spread of the disease.  

Vaccine administration in puppies can protect dogs 
from the virus. Puppies are more vulnerable to 
pneumonia than adult dogs. Infection usually leads to 
short-term coughs along with a number of general 
symptoms. Despite vaccination, the virus is still one of 
the most common respiratory pathogens of dogs (28). 
With this background in mind, the present study 
aimed to perform the molecular and immunological 
investigation of CDV and coinfection of this virus with 
CPiV-2. 

Materials and Methods 
Sampling 

Samples were taken from dogs in the clinics of Isfahan 
(2018-2019). The age of the dogs was determined 
based on the statements of their owners and the 
examination of the animal's teeth. For sampling, the 
animals were first physically restrained and examined 
for clinical signs. Following physical restraint and 
sometimes using ketamine (Alfasan, Netherlands) and 
acepromazine (Hoogstraten, Belgium), respiratory and 
gastrointestinal tract swabs were taken from 50 
symptomatic and 50 asymptomatic dogs. The 
specimens were examined by a rapid 
immunochromatography detection kit of distemper 
and were placed in sterile phosphate buffer saline.  

Rapid Distemper Immunochromatography 

A rapid immunochromatography kit of distemper 
(VetALL SensPERT Canine Distemper Virus Test Kit, 
CDV Ag) was applied for the detection of CDV in the 
eye and respiratory swabs. The samples were first 
diluted in the kit buffer. Next, 100 µL of the reagent 
was poured into the sample well and time was 
recorded. Next, the sample was dripped on a pad and 
after the adsorption of dripped samples by the pad, 
two red bands showing the positive result appeared 
on the C (control) and T (test) positions. 

Acid Nucleic Extraction and Reverse Transcriptase 
Reaction 

QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Germany, Cat 
No: 52904) was used for RNA extraction from buffy 
coat. To determine the quality of the extracted RNA 
samples, the optical density of the specimens was 
measured at 260/280 nm by a spectrophotometer. 
Moreover, cDNA synthesis was carried out utilizing 
TaqMan reverse transcriptase (RT) kit (Invitrogen, 
USA, Cat No: N8080234). The RT reaction entailed 1 μL 
of 10X RT buffer, 2.2 μL of 25 mM MgCl2, 2 μL of 10 
mM dNTPs, 0.5 μL of random hexamers, 0.2 μL of 
RNase inhibitors, 0.25 μL of M-MLV RT (50 U/μL), RNA 
template (400–500 ng/μL), and deionized sterile water 
up to 10 μL. Moreover, the thermal cycling program 
encompassed 25oC for 10 min, 48oC for 30 min, and 
95oC for 5 min.  
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RT-Polymerase Chain Reaction and Statistical 
Analysis 

Polymerase chain reaction (PCR) was conducted 
using primers designed by Beacon Designer software 
for the detection of CDV and CPiV-2. The sequences of 
primers were as follows: CadF: 
AAGCCTCACACTGTTCAAG -3’, CadR: 
GATTAGGACTATAATGACATGC -3’, and Capi2F: 
ACAATCCCACCTACAACAC -3’, Capi2R: 5’- 
AATCCGTAGGCAGAATAG -3’.  

For detecting CPiV-2, the PCR thermal cycle 
programs consisted of 5 min at 94ºC, 30 cycles of 45 s 
at 94ºC, 45 s at 59ºC, 45 s at 72ºC, and 5 min at 72ºC. 
For CDV, the PCR cycles and temperature were the 
same as CPiV2. The only difference was that the 
annealing temperature was 57ºC. In each test, the 
negative and positive controls prepared from Tehran 
University were also applied.  

The PCR products were electrophoresed in 1.5% 
agarose with 0.01% Green viewer (Parstous, Iran, Cat 
No.: B111151) along with 50 base-pair ladders 
(Fermentas, USA, Cat No.: SM1133). Afterwards, two 
positive PCR products were sent for sequencing to 
Bioneer, Korea. Finally, the data were analyzed using 
the Chi-square test by the SPSS 16 (IBM, Ill., USA) 
version 16. 

 

Results 
There were 29 and one positive cases among 

symptomatic and asymptomatic dogs based on the 
results of rapid distemper immunochromatography 
kits, respectively. The CDV-positive samples and 
positive control had a band size of 100 bp, while CPiV-
positive specimens and positive controls had bands of 
102 bp in size (Figures 1 and 2). Moreover, the 
sequencing of RT-PCR products showed that the 
degree of the identity of the sequences with the 
sequences registered in the GenBank for CDV and 
CPiV-2 was high. This was a good indicator of PCR 
efficiency (Figures 3 and 4). 

In general, we detected 37 and three CDV-positive 
cases using RT-PCR among 50 symptomatic and 50 
asymptomatic dogs, respectively. In addition, the 
frequency of CPiV-2 cases in the first and second 
groups was 11 and one cases, respectively. The rate of 
CDV and CPiV-2 coinfection was 4% only among dogs 
with distemper clinical signs.  

All the 30 positive samples detected by rapid 
distemper immunochromatography test were also 
positive by RT-PCR test. Furthermore, there was a 
statistically significant relationship between the 

results of these two tests (P<0.05). However, we 
noticed no statistically significant correlation between 
the two studied diseases and gender (P>0.05). 
However, the relationships of CPiV RT-PCR results and 
CDV signs with age were statistically significant 
(P<0.05). The relationships of CDV RT-PCR results and 
CDV signs with age were statistically significant 
(P<0.05) 

 

 
Figure 1. Electrophoresis gel of CDV RT-PCR products. 

1: Negative control, 2,8: CDV positive RT-PCR products (100 bp), 
6: Positive control (100 bp) 6: Ladder (50 bp) 

 

 
Figure 2. Electrophoresis gel of CpiV-2 RT-PCR product. 

1,3: CpiV-2 (102 bp) positive PCR product,2: Negative control, 4: 
Positive control, 6: Ladder (50 bp) 
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Figure 3. Alignment of CDV RT-PCR product sequence with the sequences registered in the gene bank. 

 
Figure 4. Alignment of CpiV-2 RT-PCR product sequence with the sequences registered in the gene bank 
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Discussion 
Almost all dogs with distemper experience immune 

suppression. As a result, other infections can be added 
to the disease and make these dogs sicker. The 
mechanism of immune suppression in distemper 
disease is not fully understood. This mechanism 
depends on several factors. If some white blood cells 
become infected, long-term immune disorders might 
continue even after the peripheral blood is cleared of 
the virus during the recovery period (5). 

Therefore, immune-suppressing mechanisms may 
affect the cells that are not directly involved in viral 
infection. Although the exact mechanism of 
immunosuppression due to CDV infection is not yet 
well understood, the immune system weakness due to 
this virus is accepted by all scientists.  

Symptoms of the early stage of distemper in dogs 
usually appear as eye and nose discharge, fever, loss 
of appetite during which other canine respiratory 
infections may occur. Consequently, it is impossible to 
distinguish the infections exclusively based on the 
symptoms. Therefore, considering the possibility of 
concomitant infections due to immunosuppression 
resulting from CDV, the current study was conducted 
to investigate coinfection with distemper and canine 
parainfluenza type 2. We found coinfection with these 
two viruses in 4% of the cases with no statistically 
significant relationship between distemper and canine 
parainfluenza virus-2. 

In the present study, unfortunately, limited access 
to dogs with distemper clinical symptoms did not 
allow us to have a large sample size and achieve a 
significant relationship between the two studied 
viruses. A rapid distemper diagnostic kit is the best 
option for diagnosing the virus in veterinary clinics. 
The specificity and sensitivity of this kit for 
conjunctival specimens, similar to Nested PCR, is 
100%. (29). There is not any interference between 
vaccination and this diagnostic method. Therefore, 
this assay can be easily used in areas without 
diagnostic facilities (18, 28). All the above-mentioned 
reasons led us to choose this technique for the initial 
diagnosis of CDV.  

Previously, some research groups worked on CDV 
coinfection with other pathogens. In Iran, we could 
not find any reports of infections simultaneous with 
distemper. There were only some reports of CDV 
infection from some cities. For instance, Avizeh et al. 
in 2007 carried out a serologic detection of CDV in 
unvaccinated dogs from Ahvaz, Iran. Furthermore, 
Namroudi et al. (2015) detected the Arctic and 
European clusters of CDV in the north and center of 
Iran (3, 4).  

Moreover, we found some related works in other 
countries. For example, in Japan, Mochizuki et al. 
(2008) investigated the pathogens involved in upper 
respiratory tract infections in domestic dogs. In the 
present study, CPiV (4.7%), canine coronavirus 1 
(4.4%), CAdV-2 (2.9%), canine coronavirus 2 (1.5%), 
and CDV (1.5%) were detected and two cases of 
coinfections were observed (14).  

In a research performed by Damián et al. (2005), 
CDV, CAV, and CpiV were detected in 77%, 57%, and 
51% of the studied population, respectively. The most 
common coinfection was found to be CDV-CpiV in 14% 
of the cases (20). Headley et al. (2018) reported CDV-
associated infections as Neospora caninum (100%), 
CPV-2 (100%), CAdV-1 (100%), and CAdV-2 (100%) 
(11).  

Aguiar et al. (2012) assessed the coinfection of CDV 
and Toxoplasma gondii in dogs with neurological 
signs. Using RT-PCR, 80.9%, 38.1%, and 41.1% of dogs 
were positive for CDV, anti-T. gondii antibodies, and 
both factors, respectively (3). Furthermore, Headley et 
al. in 2015 detected the coinfection of CDV with CHV-
1, CAdV, and CPV in domestic dogs in southern Brazil 
(11).  

The mentioned research indicated a high rate of 
CDV coinfection with other pathogenic viruses in dogs. 
This rate confirms the hypothesis that susceptibility to 
other pathogens due to the weakness of the animal 
immune system elevates after CDV infection. 
However, performing further similar studies on other 
virus hosts can give us more comprehensive 
information about this issue.  

 

Perspective 
The high prevalence of distemper, the possibility of 

concurrent infections with CDV in Iran and other 
endemic areas, and the reports of distemper from other 
hosts suggest that distemper and simultaneous 
infections in wildlife, rodents, and other species 
associated with CDV infections need to be investigated. 

 

Conclusion  
In the present research, out of the samples taken 

from symptomatic dogs, a total of four cases were 
detected to be co-infected with CDV and CPiV-2. 
Furthermore, no statistically significant correlation 
was observed between distemper and CPiV. For future 
research, we recommend similar studies with an 
appropriate sample size to obtain more accurate 
results.  
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خواران سراسر  بیماري کشنده در گوشت و عاملبسیار مسري ویروسی  (CDV) سگ ویروس دیستمپر  : : زمینه و اهداف
 شود.زا میو باعث افزایش احتمال ابتلا به سایر عوامل بیماري  را کاسته . ویروس دیستمپر کارآیی سیستم ایمنی میزبان  استجهان  

 پاراآنفلوانزاي سگ   بازمان  بررسی عفونت هم و    ایمونولوژیکویروس دیستمپر به روش ژنومی و  جستجوي  حاضر    ۀهدف مطالع
 .بود (CpiV-2) 2تیپ 

خون و سواب چشمی، تنفسی و گوارشی   ۀنمون  50تعداد    98تا زمستان    97بهار    ۀدر فاصلدر این مطالعه،  :  مواد و روش کار
منظور تشخیص اولیه ویروس دیستمپر به . بهاخذ شد  ظاهر سالمهاي بهنمونه از سگ  50  وهاي مشکوك به دیستمپر  از سگ

ج  روش ایمونولوژیک از کیت ایمونوکروماتوگرافی سریع دیستمپر استفاده شد. براي جستجوي ژنومی هر دو ویروس، پس از استخرا
RNA  و انجام واکنش رونوشت برداري معکوس، با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی آزمونRT_PCR انجام شد . 

نمونه مثبت در   کیو    CDV  هاي مشکوك بهدر گروه سگ  نمونه  29  حاکی از  عیسر  یمونوکروماتوگرافیا  نتایجها:  یافته
 CDVنمونه    37، در گروه اول  RT_PCRآزمون    جی. بر اساس نتابودبه ظاهر سالم    يها سگ  گرفته شده از  يهانمونه  نیب

  ک ی مثبت و    CDV، سه مورد  یمعمول  يهاشده از سگ  گرفته  يها ، از نمونهنیمثبت بودند. همچن  CpiV-2نمونه    11مثبت و  
 .  بود ٪4عفونت همزمان  ی. در کل، فراواندست آمدبهمثبت  CpiV-2نمونه 

بررسی:  گیرينتیجه از  استفاده  معنی با  ارتباط  آماري  بینهاي  بهبه  CpiV-2و    CVD  عفونت   داري  نیامد.  نظر    دست 
 .دهدتري میهایی از این دست با حجم نمونه بیشتر نتایج دقیقرسد انجام بررسیمی
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 مه مقد     
بسیار مسري است که    ی ویروس   (CDV)گ  ویروس دیستمپر س 

گوشت  در  کشنده  بیماري  باعث  جهان  سراسر  می در  شود.  خواران 
CDV    جنس خانواده    Morbillivirusعضو  به  متعلق 

Paramyxoviridae   می که  رده است  بعضی  از  تواند  سلولی  هاي 
 . ) 1( هاي اپیتلیال دستگاه تنفسی، گوارش یا عصبی را آلوده کند  بافت 

از کشورها    ي ار ی سگ در بس   دیستمپر   ي مار ی طالعات مربوط به ب م 
است مانند هند، دانمارك، فنلاند،    ی بوم   روس ی که و   ی از جمله در مناطق 

  تعدادي ،  ی طور کل . به ) 2( ت  شده اس   ف ی توص   ی شمال   ي کا ی و آمر   ل ی برز 
دارد. ش   ران ی ا   ي ها در سگ   CDV  شیوع   از   ش گزار    ي بالا   وع ی وجود 

 )6 /55 ٪  (CDV   گزارش    ران ی در شمال ا   یی روستا   ي ها سگ   ان ی در م

  ) 2007و همکاران (  Avizehکه توسط   ي ا . در مطالعه ) 3( شده است 
 . ) 4(   ه است درصد بود   CDV 52/17  وع ی ش   ، انجام شده است 

CDV   ة کنند هایی که مولکول فعال با هدف قرار دادن سلول  
هاي حساس  کنند در میزبان ) را بیان می SLAM  4(   4رسانی  پیام 

می  ایمنی  سرکوب  عوامل  )5( شود  باعث  به  اغلب  وضعیت  این   .
فرصت بیماري  نظیر  زاي  ،  Bordetella bronchisepticaطلب 

 Candida  ،Clostridium piliforme ،  Toxoplasmaهاي  گونه 

gondii  ،Dirofilaria immitis  ،Mycoplasma cynos    و
Talaromyces marneffei   دهد. اگر  زایی می و ... شانس بروز و عفونت

اي در  طور قابل ملاحظه به   CDچه به علت استفاده از واکسن ابتلا به  
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است، اما این بیماري در بسیاري نقاط  ها کاهش یافته جمعیت سگ 
 . )6-12(  هان بومی است ج 

هاي  زمان به همراه ویروس طور هم عفونت ویروس دیستمپر به 
آلفاهرپس    (CPV-2)گ  س   2پاروویروس تیپ  متداول دیگري نظیر  

-CAdVسگ (   2و    1هاي تیپ  آدنوویروس و    سگ   1ویروس تیپ  

هاي جدیدي منتشر شده است  گزارش شده است. اخیراً گزارش   ) 1,2
می  نشان  عفونت  که  کنند می   CDVدهد  تسهیل  بروز    ة تواند 

،  سگ   kobuvirusهاي نوظهوري نظیر  هاي ناشی از ویروس بیماري 
pneumovirus    سگ  کوروناویروس و مطالعات    تنفسی  باشد. 

بیماري  ژنومی و مولکولی حضور عوامل  را در    زاي سگ جستجوي 
 . )17-13(  اند هاي واجد علامت و بی علامت نشان داده سگ 

ها ها شامل ویروس دیستمپر توسط آئروسلموربیلی ویروس
هاي بالینی مانند تب، آبریزش شدید از  شوند و شباهت منتقل می 

بینی، سرفه و همچنین علائم تنفسی و دستگاه گوارش را که اغلب 
عفونت  می با  پیچیده  ثانویه  باکتریایی  میهاي  ایجاد  کنند.  شوند، 

بدترین وعلاوه از  موربیلی ویروسی، یژگیبراین، یکی  هاي عفونت 
 . )7(سرکوب شدید موقت سیستم ایمنی است 

شود و  ها منتقل می ویروس دیستمپر معمولاً توسط آئروسل 
ساعت اول پس    24کند. در طی  دستگاه تنفسی فوقانی را آلوده می 

تجمع یافته و   Tو    Bهاي  از عفونت، ویروسی در ماکروفاژها و سلول 
هاي لنفاوي برونش  ی از طریق مسیر لنفاوي به گره بعداً، ذرات ویروس 

هاي  ت ویروس در باف   ۀ . تکثیر اولی )18،19(یابند  ها گسترش می و لوزه 
 . )20،21(شود  لنفوئیدي منجر به سرکوب شدید سیستم ایمنی می 

حدود دو تا چهار روز بعد از عفونت، مقدار زیادي از ذرات  
هاي لنفاوي رتروفارینجینال و  گرهها و همچنین  ویروسی در لوزه

اي آلوده هستههاي تکبرونش وجود دارد. با این حال، تعداد سلول
هاي لنفی کم است. طی چهار تا شش روز پس از در دیگر ارگان

عفونت، تکثیر ویروس در بافت لنفوئیدي، مغز استخوان، تیروئید،  
هاي پایر،  كهاي لنفاوي مزانتریک، پلاهاي لنفاوي، گره طحال، گره 

اي در  هستههاي تکو سلول   Kupfferهاي  هاي معده، سلول سلول 
افتد. سپس، بین روزهاي دوم  اطراف عروق برونش و ریه اتفاق می

ارگان در  ویروسی  بالاي ضایعات  میزان  به  توجه  با  هاي و ششم، 
سلول تخریب  از  ناشی  لکوپنی  همچنین  و  لنفاوي، لنفی  هاي 

 .)22( شودهیپرترمی مشاهده می 

از    CDVبعد از ویرمی، حدود هشت تا ده روز پس از عفونت،  
) به چندین  CSFطریق مسیرهاي هماتوژن یا مایع مغزي نخاعی ( 

.  )19(یابد  ) انتشار می CNSبافت اپیتلیال و سیستم عصبی مرکزي ( 
است  لنفوسیت  ممکن  و  کرده  نفوذ  اپیتلیال  بافت  در  عفونی  هاي 

ورود به  سبب  موضعی  سلول   صورت  به  ویروس  زیاد  هاي  بسیار 
شود. نفوذ  اي و ادراري  اپیتلیال و به دنبال آن عفونت تنفسی، روده 

) سبب تظاهرات پوستی  DCهاي دندریتیک ( و سلول   Tلنفوسیت  
 . )23(   شود بیماري می 

هاي  در طی فاز حاد دیستمپر، لنفوپنی با کاهش مداوم سلول 
CD4 + T هاي  ، سلولCD8 + T  ي  هاو سلولCD21 + B    از خون

می  مشخص  سلولمحیطی  بیشترین    CD4 + Tهاي  شود. 
  CD4هستند و کاهش    CDVهاي هدف در طی عفونت حاد  سلول 

اندام است    CD8 + Tهاي  هاي لنفی ناشی از تخریب سلول + در 
+ به مدت چندین هفته، احتمالاً به    CD4هاي  . لنفوسیت)21،22(

می تخریب  ویروس  از  ناشی  آپوپتوز  ، )23،24(شوند  علت 
می  CD8هاي  که سلولدرحالی قرار  تأثیر  تحت  کمتر  و +  گیرند 

 . )25(یابند  نسبتاً سریع بهبود می

هاي سیستم ایمنی در گردش ممکن است به  کاهش سلول 
سلول  تولید  کاهش  اندامعلت  در  لها  و  هاي  ثانویه  و  اولیه  نفاوي 

هاي خون محیطی باشد. مرگ همچنین به علت آپوپتوز لکوسیت
تواند در تعداد قابل هاي لنفی می سلولی برنامه ریزي شده در بافت 

از سلول  اتفاق  توجهی  نیز  عفونی  غیر  نشان دهند هاي  که    ةافتد 
است.   ویروسی  عفونت  از  مستقل  آپوپتوز  اضافی  مکانیسم  وجود 

به م مکانیس که  آپوپتوز  بر  علاوه  دیگر  توسط  هاي  مستقیم  طور 
ایجاد می از حد سیستم ویروس  از قبیل فعال شدن بیش  شوند، 

، باید  Fasهاي لنفی از طریق پروتئین  ایمنی بدن یا آپوپتوز سلول 
مکانیسمبه سگ، عنوان  دیستمپر  در  سلولی  مرگ  احتمالی  هاي 

 .)26،27( مورد توجه قرار گیرد

زو لنفوسیت تخریب  ویروس  دهنگام  با  عفونت  دلیل  به  ها 
شود؛ با این حال، دیستمپر موجب سرکوب ایمنی حیوانات آلوده می 

ارائمکانیسم  بر  که  بعدي  تأثیر    ۀهاي  لنفوسیت  بلوغ  و  ژن  آنتی 
 . )18( استگذارد هنوز شناخته نشده می 

) آنفلوانزاي سگ  پارا  ویروس    RNAیک    (CPiV-2ویروس 
متعلرشتهتک خانواداي  به  بسیار    Paramyxoviridae  ةق  و  بوده 

اولین ویروس پارا آنفلوانزاي سگ  .  است  Simian Virus 5شبیه به  
ویروس عنوان یک  به   1967و همکاران در سال    Binnبار توسط  

 هاي آزمایشگاهی داراي علائم تنفسی جدااز سگ  Simian-5  شبه
متعاقباً   (  Crandellشد.  همکاران  همکاران   Appel)،  1968و  و 
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)1970  ،(Rosenberg  ) همکاران  و    Cornwell)،  1971و 
(  Mc Candish)،  1976همکاران( همکاران  بسیاري 1978و  و   (

بسیار   یویروس  CPiV-2دیگر محققان این ویروس را گزارش کردند.  
مهم  از  است.  ویروس  مسري  این  از  حاصل  عفونت  علائم  ترین 

هاي خشک اشاره کرد. تب خفیف، ترشحات بینی،  رفهتوان به سمی 
کمبود انرژي و از دست دادن اشتها از سایر علائم بیماري هستند.  

ها و مراکز پرورش و یا تماس ها در پناهگاه تجمع و نگهداري سگ
شود. واکسیناسیون و  با سگ بیمار سبب انتشار بیشتر بیماري می 

ها را از ابتلا به  تواند سگمی ها  سگتجویز مواد تقویتی براي توله
بالغین با  مقایسه  در  کنند.  حفظ  به  سگتوله   ،ویروس  نسبت  ها 

هاي پذیرتر هستند. آلودگی عموماً منجر به سرفه الریه آسیبذات
میکوتاه  عمومی  علائم  تعدادي  با  همراه  وجود مدت،  با  شود. 

زاي ي ترین عوامل بیمارواکسیناسیون این ویروس هنوز هم از شایع 
 . )27( دستگاه تنفسی سگ است

ایمنی  سیستم  کارآیی  بر  دیستمپر  ویروس  تأثیر  دلیل  به 
زا، میزبان و در نتیجه افزایش احتمال ابتلا به سایر عوامل بیماري 

زمان ویروس دیستمپر و  حاضر با هدف بررسی عفونت هم   ۀمطالع
انجام  به روش جستجوي ژنومی و سرولوژیک  پاراآنفلوانزاي سگ 

 .دش

 هامواد و روش
فاصلنمونه  در  زمستان    97بهار    ۀگیري  هاي از سگ  98تا 

کلینیک به  بر  ارجاعی  سن  تعیین  شد.  انجام  اصفهان  شهر  هاي 
دندان بررسی  و  حیوان  مالک  اظهارات  انجام اساس  حیوان  هاي 

ابتدا حیوان بهمنظور نمونه گرفت. به  صورت فیزیکی مقید برداري 
گرفت. در هاي بالینی مورد معاینه قرار مینشانهشده، از نظر وجود  

صورت وجود علائم بیماري، از مخاطات تنفسی و گوارشی سواب 
آنتی  سریع  تشخیص  کیت  از  استفاده  با  بررسی  براي  ژن تنفسی 

شد. حیوان با استفاده از ترکیب  دیستمپر (بیوتک، چین) اخذ می
هلند) (آلفاسان،  (هوگسترات  -کتامین  بلژیک)  آسپرومازین  ی، 

  mL  3صورت شیمیایی مقید شده و پس از ثبت سن و جنس،  به
به  سرم  جداسازي  براي  و  اخذ  سفالیک  یا  سافن  ورید  از  خون 

می  منتقل  خون آزمایشگاه  از  کوت  بافی  و  سرم  جداسازي  شد. 
با دور   دقیقه صورت   15به مدت    rpm  3000توسط سانتریفیوژ 

نفسی و گوارشی نیز از سواب چشمی، ت  ۀزمان نمونگرفت. هم می 
شد. تا استریل انداخته می   PBSحیوان مقید شده تهیه شده و در  

نمونه آزمایشات  انجام  دماي  زمان  در  سلسیوس   -70ها  درجه 
مطالعه   این  در  شدند.  از سگ  50نگهداري  سرم  که  نمونه  هایی 

داراي علائم درگیري سیستم تنفسی و مشکوك به دیستمپر بودند 
 ظاهر سالم تهیه گردید.  هاي بهسگ نمونه از 50و 

 ایمونوکروماتوگرافی سریع دیستمپر 
از   دیستمپر  ویروس  اولیه  تشخیص  کیت  براي 

براي  شد.  استفاده  دیستمپر  ویروس  سریع  ایمونوکروماتوگرافی 
توان از ترشحات چشم، بزاق، ادرار ها می تشخیص سریع با این کیت 

نم حاضر،  مطالعه  در  کرد.  استفاده  خون  سوابونه و  هاي  هاي 
شناسایی    -چشمی براي  آزمایش  براي  شده  اخذ  چشم  تنفسی 

کیت   distemperویروس    VetALL SensPERT Canineاز 

Distemper Virus Test Test Kit  ،CDV Ag    طور . به شداستفاده
خلاصه نمونه سواب اخذ شده در بافر تهیه شده توسط کیت قرار 

شد. سپس  و براي رقیق شدن نمونه چند بار حرکت داده می   گرفته
مقدار کیت،  در  شده  تعبیه  چکان  قطره  از  استفاده    µL   100با 

مورد آزمایش کشیده شده و این مقدار نمونه (تقریباً   ۀمحلول نمون
  شد قطره) در سوراخ بیضوي شکل مخصوص لود نمونه ریخته می  4

شد. باید دقت شود که  می   و از همین لحظه، زمان در نظر گرفته
مقدار نمونه بیش از ظرفیت چاهک نباشد. پس از جذب محلول 

صفح پد  در  موقعیت   ۀنمونه  در  قرمز  باند  ظهور   C  هاي تست، 
 تست است.  ۀمثبت بودن نتیج   ةدهند(تست) نشان  T(کنترل) و 

 و واکنش رونوشت برداري معکوس  RNA استخراج
بافی کوت مطابق  از    CPiV-2  ،RNAو    CDVبراي تشخیص  

 Cat No: 5290)  QIAamp Viral  دستورالعمل سازنده با کیتبا  

RNA (Qiagen.شد استخراج  کیفیت  به  ،  بررسی    RNAمنظور 
ها با استفاده از اسپکتروفوتومتر استخراج شده، جذب نوري نمونه

از   RTواکنش  قرائت گردید.    280/260در طول موج   با استفاده 
 (TaqMan Reverse Transcription Reagents /N8080234کیت

Invitrogen به شد.  انجام  کیت  دستورالعمل  طبق  آلمان)  طور ، 
،  RT x10از بافر    µL   1و شامل  µL   10خلاصه، واکنش در حجم

µL 2.2    2ازmM MgCl  25  ،µL  2    ازmM10 dNTP ،0.5 µL   
از   RNase  ،µL 25/0ةاز مهارکنند  Random hexamers   ،µ 0.2از

) و مقدار  MMLV RT) ( l50 U/µآنزیم رونوشت بردار معکوس (
از   از  -الگو    RNAمحاسبه شده   /DNase/RNase (ngآب عاري 

µL 500-400دیونیز آب  و  برنامه  ة)  بود.  حرارتی استریل  ریزي 
  48دقیقه،    10به مدت    سلسیوسدرجه    25شامل:    RTواکنش  

به مدت    لسیوسسدرجه    95دقیقه و    30به مدت    سلسیوسدرجه  
نمونه   5 سپس  بود.  دماي  cDNAهاي  دقیقه  در  درجه   20ها 
 نگهداري شدند.  PCRبراي آزمایش  لسیوسس
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RT- PCR 
براي   PCRتست   شده  طراحی  آغازگرهاي  از  استفاده  با 

انجام شد. توالی آغازگرها به شرح زیر    CpiV-2و    CDVتشخیص  
 :CadF: AAGCCTCACACTGTTCAAG -3’, CadRبود:  

GATTAGGACTATAATGACATGC -3’ and Capi2F: 
ACAATCCCACCTACAACAC -3’, Capi2R: 5’- 

AATCCGTAGGCAGAATAG -3  .’ صیتشخ  براي  CpiV-2  ،
اولیهشامل    PCR  یحرارتۀ  برنام دما  واسرشتی  درجه   94  ي در 

  94  شامل  کلیس   30و به دنبال آن    قهیدق  5سلسیوس به مدت  
 ه یثان   45  ي درجه سلسیوس برا  59،  هیثان  45  ي درجه سلسیوس برا

  یی نها  توسعۀو به دنبال آن    هیثان  45  ي درجه سلسیوس برا  72و  
ها و شرایط  چرخهبود.    قه یدق  5درجه سلسیوس به مدت    72در  

. تنها  انجام شد   CpiV2  مشابه با  CDV  شناسایی  ي برا  PCR  دمایی
ا دما  نیتفاوت  بود  57  اتصال  ي بود که  هر .  درجه سلسیوس  در 

 PCRهاي منفی و مثبت استفاده شد. محصولات  کنترل   آزمون از
  Green viewerآمیزي با  با رنگ   ٪ 3/1پس از الکتروفورز در آگارز  

گرفته   قرار  الکتروفورز  مارکر  مورد  با  باز،    DNA  )50و  جفت 
Fermentas  مقایسه شدند. سپس محصولات (PCR    در یک سیستم

یتوالی توالی  خودکار  فلورسنت  داکسی  دي  شدند  یابی  ابی 
)Bioneer .(کره ، 

 تحلیل آماري 
 ,.SPSS Inc(   16نسخه    SPSSپس از ورود اطلاعات در نرم افزار  

Chicago, IL., USA  ( توافق ترسیم جدول  بین    ی و  رابطه  طرفه،  دو 
   .متغیرها با استفاده از آزمون مجذور کاي بررسی شد 

 یافته ها 

 ایمونوکروماتوگرافی سریع دیستمپر  
از   مجموع  سگ  50در  از  اخذشده  علائم نمونه  واجد  هاي 

مشکوك به دیستمپر با استفاده از کیت ایمونوکروماتوگرافی سریع  
مونه گرفته شده از  ن  50نمونه مثبت تشخیص داده شد و از    29

نمونه مثبت تشخیص داده شد. نتایج در   1ظاهر سالم  هاي به سگ
 خلاصه شده است.  1جدول 

RT-PCR 
اختصاصی اندازه CpiV و CDV باندهاي  با  ترتیب  هاي به 

هاي مثبت براي جفت باز به ترتیب در نمونه   102جفت باز و    100
محصولات شدند.  شناسایی  آنها  از  یک  در   RT-PCR هر  مثبت 

 .)2و  1محصولات کنترل مثبت بودند (شکل  ةهمان انداز

 PCR درجه تشابه توالی استخراج شده از خوانش محصول

توالیژن با  مطالعه  مورد  براي هاي  ژن  بانک  در  شده  ثبت  هاي 
 PCR کفایت   ةدهند، به خوبی نشانCpiV-2 و  distemper ویروس

 ).  4و  3هاي بود (شکل 

از   مجموع  سگ   50در  از  شده  اخذ  علائم  نمونه  واجد  هاي 
آزمایش   از  استفاده  با  دیستمپر  به  نمونه    RT_PCR 37مشکوك 

مثبت از نظر حضور اسید نوکلئیک دیستمپر تشخیص داده شد و از  
نمونه مثبت از نظر    3ظاهر سالم  هاي به نمونه گرفته شده از سگ   50

دی  نوکلئیک  اسید  شد.  حضور  داده  تشخیص  از  ستمپر  استفاده  با 
مخصوص تشخیص پاراآنفلوانزاي سگ از تعداد    RT_PCRآزمایش  

هاي مشکوك به داشتن علائم بالینی  اخذ شده از سگ   ۀ نمون   50کل  
ویروس    11دیستمپر   نوکلئیک  اسید  حضور  نظر  از  نمونه 

هر  ظا هاي به نمونه از سگ   50پاراآنفلوانزاي سگ مثبت بودند و از بین  
مثبت    1سالم   ویروس  این  نوکلئیک  اسید  وجود  نظر  از  نمونه 

هاي  مورد در نمونه   4فراوانی موارد عفونت توأم    تشخیص داده شد. 
 هاي واجد علائم مشکوك به دیستمپر بود.  اخذ شده در سگ 

 بررسی آماري  
و    16نسخه    SPSSپس از وارد کردن اطلاعات در نرم افزار  

توافقی طرفه  دو  جدول  از  رسم  استفاده  با  متغیرها  بین  ارتباط   ،
چ ارتباط  هی  05/0داري  بررسی شد و در سطح معنی   دوآزمون کاي  

ب  نی ب  ي دار ی معن  ي آمار نتایج  ماریدو  و    RT-PCR  CpiVي، 
نتا  تیجنس جنس  CDV RT-PCR  جی و  نیامد  به   ت یو  دست 

)05/0P>جینتا  ن یوجود رابطه ب  نی). با ا1-4ول  ا) (جدRT-PCR   
از   یهاي سنو گروه  دیستمپربا علائم   CDV وCpiV-2  هاي یروسو

 .)13-5ول ا) (جدP>05/0دار بود (ی معن ي نظر آمار

 

 
Figure 1. Electrophoresis gel of CDV RT-PCR products. 

1: Negative control, 2,8: CDV positive RT-PCR products (100 
bp), 6: Positive control (100 bp) 6: Ladder (50 bp) 
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Figure 2. Electrophoresis gel of CpiV-2 RT-PCR product. 

1,3: CpiV-2 (102 bp) positive PCR product,2: Negative control, 4: Positive control, 6: Ladder (50 bp) 

 
 

 
Figure 3. Alignment of CDV RT-PCR product sequence with the sequences registered in the gene bank. 
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Figure 4. Alignment of CpiV-2 RT-PCR product sequence with the sequences registered in the gene bank 

 

 بحث
هاي مبتلا به دیستمپر لنفوپنی و ضعف در سگتقریباً تمام  

ها کنند و در نتیجه دیگر عفونت سیستم ایمنی بدن را تجربه می 
بیمارتر کنند. مکانیسم  می  به بیماري اضافه شده و آنها را  توانند 

طور کامل شناخته  سرکوب سیستم ایمنی در بیماري دیستمپر به 
فاکتورهاي   به  وابسته  احتمالاً  و  است  ابتدا نشده  است.  متعددي 

سلول  از  طولانی بخشی  ایمنی  اختلالات  سپس  و  شده  آلوده  ها 
مدت، حتی پس از پاك شدن خون محیطی از این ویروس در دوره 

می  پیدا  ادامه  مکانیسم ) 5(  کنندنقاهت  احتمالاً  بنابراین  هاي . 
طور مستقیم با  هایی که بهسیستم ایمنی در سلول   ةتضعیف کنند 

اند، نقش داشته باشند. با وجودي که درگیر نشده عفونت ویروسی  
ساز و کار دقیق سرکوب ایمنی ناشی از عفونت با ویروس دیستمپر 

خوبی شناسایی نشده است اما تضعیف سیستم ایمنی در اثر این   به
هاي فاز ابتدایی دانشمندان است. علامت   ۀویروس مورد قبول هم

ربوط به ترشحات چشم ابتلا به ویروس دیستمپر در سگ معمولاً م
شود و در این زمان ،تب، از دست دادن اشتها و آبریزش بینی می 

هاي تنفسی سگ ممکن است بروز پیدا کرده و تفکیک  سایر عفونت 
علایم هر عفونت امکان پذیر نباشد. به همین منظور و با توجه به 

عفونت  بروز  از احتمال  منتج  ایمنی  تضعیف  اثر  در  بیشتر  هاي 

منظور شناسایی عفونت توأمان حاضر به  ۀستمپر، مطالعویروس دی
عنوان یکی دیگر از عوامل ویروس دیستمپر و پاراآنفلوانزاي سگ به 

ها انجام شد و علی رغم شناسایی عفونت  گزاي تنفسی سبیماري 
دار مه معنی  ارتباط  موارد،  در چهار درصد  ویروس  دو  این  زمان 

آنفلوانزاي سگ به دست نیامد.    آماري بین ابتلا به دیستمپر و پارا
مطالع محدودیت  از   ۀاحتمالاً  بالاتر  تعداد  به  دسترسی  در  حاضر 

نمونسگ حجم  نتیجه  در  و  دیستمپر  بالینی  علایم  واجد   ۀ هاي 
معنی دار آماري    ۀتواند یکی از دلایل به دست نیامدن رابطی پایین م

  .بین ابتلا به دو ویروس باشد

گزینه   بهترین  دیستمپر  تشخیصی  کیت  از    براي استفاده 
ه کطوري . به استهاي دامپزشکی  ن تشخیص ویروس در بیمارستا

دست آمده از ملتحمه، هـاي بـههویژگـی و حـساسیت آن در نمونـ
روس  درصد است، زیرا وی  100و برابـر Nested PCR مشابه روش

در فاز حاد، به سـرعت غــدد اشــکی و ترشــحات ملتحمــه را  
 .)29( کنــدیآلــوده مــ

نتیج در  نیز  وارد    ۀواکسیناسیون  خللـی  آزمایش  این 
تـوان بـه راحتـی از ایـن روش در منـاطقی  ی کنـد. بنابراین مینمـ

 .  )28،18(بـا کمبود امکانات تشخیصی، بهره جست 
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دیستمپر و بیماري زمان  از عفونت هم  یارشگز  م یما نتوانست 
از   CDVگزارش از عفونت    . تعدادي میکن   دایپ  رانیدر ا  دیگري را

 ي بادی آنت  تریکه در آن ت  ي ااز شهرها وجود دارد مانند مطالعه  یبرخ
 در  نشدهنه یواکس  ییهاي روستاسگ در سگ  ي ماریب  روسیو  هیعل

شد. علاوه بر    یبررس   2007سال    درو همکاران    زهیاهواز توسط آو
خوشه   رانی) در شمال و مرکز ا2015و همکاران (  Namroudi  نیا

 . )3،4(ند  کرد  ییرا شناسا  یی ویروس دیستمپرو اروپا  یقطب شمال

Mochizuki  به بررسی    2008همکاران در سال    و میلادي 
سگعفونت  فوقانی  تنفسی  ویروسهاي  پرداختند.  خانگی   هاي 

parainfluenza   ) گروه  ٪4/7سگ  کوروناویروس   (1  )4/4٪ ،(
تنفسی سگ    2)، کورونا ویروس گروه  ٪9/2سگ (  2آدنویروس نوع  

 2تنها    شناسایی شدند و)  ٪5/1) و ویروس دیستمپر سگ (5/1٪(
 .)14(  گردیدمورد عفونت مخلوط در این مطالعه گزارش 

توسط انجام شده  مطالعۀ  همکاران در سال  و   Damián در 
ر  د   CpiV و  ٪57ر  د   CAVموارد،  ٪77در   CDV میلادي   2005
 و CDV ترین ارتباط دوگانه بینشناسایی شد. شایع موارد    51٪

CpiV   20(بود  ٪14و(  . 

مطالعۀ   سال  Headley در  در  همکاران  میلادي   2018و 
دیستمپربا  زمان  هم  هاي آلودگی گزارش   ویروس  صورت  این  به 
-%100  (CPV-2  ،)%100  (CAdV( ،   N. caninum)%100: (گردید

  2012همکاران در سال  و     CAdV-2  (%100  )11( .Aguiar( ، و  1
زمان دیستمپر سگ و توکسوپلاسما  میلادي به بررسی عفونت هم 

ها سگ  %9/80هاي واجد علائم عصبی پرداختند.  گوندي در سگ
  %1/38مثبت بودند و   RT-PCR با استفاده از آزمون CDV از نظر

 ٪ 1/41مثبت گزارش شدند.   T. gondii هاي ضدبادي آنتی از نظر  
داد عفونت توأم با هر  از نظر هر دو عامل مثبت بودند که نشان می 

 .  ) 3(دو پاتوژن صورت گرفته است 

Headley    میلادي در جنوب برزیل   2015همکاران در سال  و
هم عفونت  تیپ  هاي  ویروس  هرپس  با  دیستمپر  ویروس   1زمان 

را گزارش هاي خانگی  وس و پاروویروس را در سگسگ، آدنوویر 
نتایج تمام مطالعات برشمرده میزان بالاي عفونت توأم  .  )10(کردند  

 دهد و فرضیۀرا نشان می زاي سگ  بیماري   عواملسایر  دیستمپر با  
تأثیر این ویروس در افزایش استعداد ابتلا به سایر عوامل پاتوژن در  

ایمنی حیوان تضعیف سیستم  تأیید  اثر  وجود   .کندمی   را  این  با 
تواند هاي ویروس میانجام مطالعات مشابه بیشتر در سایر میزبان 

 .اطلاعات راجع به این نظریه را تأیید کند

 چشم انداز
دیستمپر  ي بالا   وعیش عفونت    ویروس  به  ابتلا  احتمال  و 

با  هم ا  CDVزمان  سا  رانیدر  بوم   ریو  و  ی مناطق  گزارشات نیز  ، 
د شویم  یادآورمسئله را    نی، ازبانانیم  ریاز سا  ي ماریب  این  مربوط به

وحش، جوندگان    ات یزمان در حپراکنده و هم  ي ها عفونت   دیکه با
 شود.  یبررس  CDVهاي مرتبط با عفونت  گونه  ریو سا

 گیري نتیجه
مطالع از    ۀدر  مجموع  در  از    100حاضر  شده  اخذ  نمونه 

بگس و  به  مشکوك  علائم  واجد  موارد ظاهر  ههاي  فراوانی  سالم 
توأم   نمون  4عفونت  در  تنها  و  اخذ شده در سهمورد  هاي گهاي 

با  وجود  این  با  شد.  گزارش  دیستمپر  به  مشکوك  علائم  واجد 
بررس  از  معنی یاستفاده  ارتباط  آماري  به  هاي  ابتلا  بین  داري 

رسد انجام  نظر می دست نیامد. به دیستمپر و پارا آنفلوانزاي سگ به 
نمونهابررسی  حجم  با  دست  این  از  دقیق  ۀیی  نتایج  تري  بیشتر 

 .دهدی دست م به
 

 سپاسگزاري 
 .ندارد

 تعارض در منافع  
 .گونه تعارضی در منافع گزارش نکردندنویسندگان هیچ

 مالی منابع
 . ندارد 
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