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Resumo 
 
 
 

SCARIOT, Ana Carolina de Assis. Identificação e caracterização molecular de 
coronavírus felino (FCoV) em gatos domésticos. 2022.70 f. Dissertação (Mestrado 
em Ciências Veterinárias) - Programa de Pós-Graduação em Veterinária, Faculdade 
de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.  
 
 
O coronavírus felino (FCoV) é um dos principais agentes virais que infecta membros 
da espécie Felidae, tanto felinos domésticos quanto selvagens, considerado muito 
disseminado na população de gatos domésticos. O FCoV é classificado em dois 
biótipos, o coronavírus entérico felino (FECV) e o vírus da peritonite infecciosa felina 
(FIPV), causador da Peritonite Infecciosa Felina (PIF), uma doença grave e, 
geralmente, fatal. É descrito que algumas alterações no genoma do FCoV podem ser 
marcadores que permitem a diferenciação entre FECV e FIPV. Algumas substituições 
de aminoácidos, na região da glicoproteína spike (S), como as mutações M1058L e 
S1060A, são postuladas como possíveis marcadores, embora ainda não exista 
consenso sobre o assunto. Além disso, são escassos os dados sobre análises 
moleculares de FCoV no Brasil. O presente estudo teve por objetivos a detecção de 
FCoV em populações de gatos domésticos com e sem sinais clínicos relacionados à 
infecção por FCoV e/ou PIF e posterior análise com relação a substituições de 
aminoácidos, na região da glicoproteína spike (S). Na parte inicial é apresentada uma 
revisão bibliográfica a respeito das análises moleculares de FCoV, explorando tópicos 
a respeito da detecção viral, da análise filogenética e de possíveis marcadores que 
diferenciem FECV de FIPV. Na segunda parte são apresentados dados da pesquisa 
referente à identificação e ocorrência de FCoV em Pelotas - RS/Brasil, em felinos 
domésticos. Swabs retais, amostras de órgãos de necropsia, sangue e/ou líquidos de 
efusões foram coletados de 77 gatos, totalizando 90 amostras coletadas. Destas 
amostras, revelando 26% de gatos positivos, através da reação em cadeia da 
polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), sendo 11 deles com sinais entéricos, 
4 com sinais de FIP e 5 assintomáticos. De 9 cepas (5 FECV e 4 FIPV) sequenciadas 
e analisadas para as mutações M1058L e S1060A, apenas uma cepa de FIPV 
continha a mutação M10580L e nenhuma continha a mutação S1060A anteriormente 
relatada. O presente trabalho apresenta contribuições para o conhecimento da 
epidemiologia do FCoV na região. 

 

 

Palavras-chave:  diagnósticos, Peritonite Infecciosa Felina, RT-PCR.



 
 

Abstract 
 
 
 

SCARIOT, Ana Carolina de Assis. Identification and molecular characterization of 
feline coronavirus (FCoV) in domestic cats. 2022. 70 f. Dissertation (Master's in 
Veterinary Science) - Postgraduate Program in Veterinary Medicine, Faculty of 
Veterinary Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2022. 
 
 
The feline coronavirus (FCoV) is one of the main viral agents that infects members of 
the Felidae species, both domestic and wild felines, considered very widespread in the 
domestic cat population. FCoV is classified into two biotypes, the feline enteric 
coronavirus (FECV) and the feline infectious peritonitis virus (FIPV), which causes 
feline infectious peritonitis (FIP), a serious and usually fatal disease. It is described that 
some alterations in the FCoV genome may be markers that allow the differentiation 
between FECV and FIPV. Some amino acid substitutions in the spike glycoprotein (S) 
region, such as the M1058L and S1060A mutations, are postulated as possible 
markers, although there is still no consensus on the subject. In addition, data on 
molecular analyzes of FCoV in Brazil are scarce. The present study aimed to detect 
FCoV in populations of domestic cats with and without clinical signs related to FCoV 
and/or FIP infection and further analysis regarding amino acid substitutions in the spike 
glycoprotein (S) region. In the initial part, a literature review is presented regarding the 
molecular analysis of FCoV, exploring topics regarding viral detection, phylogenetic 
analysis, and possible markers that differentiate FECV from FIPV. In the second part, 
research data concerning the identification and occurrence of FCoV in Pelotas - 
RS/Brazil, in domestic felines are presented. Rectal swabs, necropsy organ samples, 
blood and/or effusion fluids were collected from 77 cats, totaling 90 samples collected. 
These samples revealed 26% of positive cats, through reverse transcriptase 
polymerase chain reaction (RT-PCR), with 11 of them showing enteric signs, 4 showing 
FIP signs and 5 asymptomatic. Of 9 strains (5 FECV and 4 FIPV) sequenced and 
confirmed for the M1058L and S1060A mutations, only one FIPV strain contained the 
M10580L mutation and none contained the previously reported S1060A mutation. The 
present work presents contributions to the knowledge of the epidemiology of FCoV in 
the region. 
 
 
Keywords: diagnostics, Feline Infectious Peritonitis, RT-PCR.
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1 Introdução  

 

Os coronavírus são vírus pertencentes a família Coronaviridae e capazes de 

infectar humanos, outros mamíferos e espécies aviárias, geralmente causando 

doenças intestinais, respiratórias, neurológicas ou sistêmicas. Com base em análises 

comparativas de sequências genômicas, os coronavírus são subdivididos em quatro 

gêneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus e Deltacoronavirus, 

dentro da subfamília Orthocoronavirinae (ICTV, 2021). O coronavírus felino (FCoV) 

pertence aos alfacoronavírus e é um agente viral complexo, responsável por causar 

uma das mais importantes doenças infecciosas que acometem felinos domésticos e 

selvagens, a Peritonite Infecciosa Felina (PIF), que é uma enfermidade 

imunomediada, sistêmica, progressiva e fatal (HARTMANN, 2005). 

A PIF foi descoberta na década de 1960 e desde então já foram relatados 

diversos casos da doença ao redor do mundo, tanto em gatos domésticos quanto 

silvestres, como guepardos (Acinonyx jubatus), tigres (Panthera tigris), leões-da-

montanha (Puma concolor) e leões (Panthera leo) (STOUT et al., 2021) O FCoV 

ocorre em dois biótipos distintos, de acordo com a patogenicidade: o coronavírus 

entérico felino (FECV) e o vírus da peritonite infecciosa felina (FIPV). O FCoV é 

altamente contagioso e a infecção é comum nas populações de felinos domésticos 

(PEDERSEN, 2014). 

A transformação do FECV para FIPV ainda não é totalmente compreendida, 

entretanto acredita-se que determinadas mutações no genoma viral possam atuar 

como marcadores que levam o desenvolvimento do FECV para o FIPV (CHANG et 

al., 2012). Embora, diversos estudos tentem elucidar essa questão, a PIF continua 

sendo uma doença de difícil diagnóstico. No Brasil, a maioria dos estudos realizados 

são inquéritos epidemiológicos baseados em testes sorológicos para anticorpos 

contra FCoV. Trabalhos sobre a detecção e caracterização molecular de FCoV em 

gatos domésticos ainda são escassos, não existindo nenhum estudo realizado na 

região Sul do Brasil com essa temática. 
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O presente estudo teve como objetivo geral identificar e avaliar a ocorrência de 

FCoV em gatos domésticos sintomáticos e assintomáticos no município de Pelotas 

(Rio Grande do Sul, Brasil) através de uma pesquisa qualitativa com a utilização de 

técnicas de biologia molecular. Como objetivos específicos, a presente dissertação 

visou a identificação e caracterização molecular de amostras de FCoV, por meio de 

reação em cadeia de polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), sequenciamento 

do gene da glicoproteína spike, análise filogenética das amostras de FCoV 

encontradas e comparação de resultados com outros estudos. A dissertação é 

composta pelo estudo sob a forma de uma revisão bibliográfica e de um artigo 

científico intitulado: 

- Mutation analysis of the spike protein in domestic cats infected with feline 

coronavirus with or without clinical signs relative to feline infectious peritonitis.



 

 
 

 

2 Revisão de Literatura 

  

2.1 Etiologia  
 

O coronavírus felino é um vírus RNA de fita simples e sentido positivo (ssRNA 

+), envelopado, pertencente à família Coronaviridae, ordem Nidovirales, subfamília 

Orthocoronavirinae, gênero Alphacoronavirus e espécie Alphacoronavirus 1 (ICTV, 

2021). A classificação do FCoV é baseada na sequência completa do genoma viral e 

no gene ORF1ab conservado (JAIMES et al., 2020).  

 A estrutura genômica do FCoV (Figura 1) é semelhante a de outros 

coronavírus e apresenta aproximadamente 29.000 nucleotídeos (PEDERSEN et al., 

2009). O envelope viral apresenta longas espículas que dão à partícula viral um 

aspecto típico de coroa, de onde deriva o nome da família. O FCoV possui um 

complexo mecanismo de replicação viral, que inclui a produção de RNAs mensageiros 

(mRNAs) subgenômicos por um processo de transcrição descontínuo (MILLER; 

KOEV, 2000; VAN VLIET et al., 2002).  Essa forma de replicação resulta em uma alta 

frequência de recombinações, levando a novas cepas (GRIBBLE et al., 2021).  Por 

esse motivo, muitos coronavírus apresentam uma grande variação antigênica, com a 

existência de vários sorotipos circulantes (LOVATO; DEZENGRINI, 2017). Segundo 

estudos, o FCoV tipo II se originou da recombinação entre o vírus felino (FCoV tipo I) 

e o coronavírus canino (CCoV) (HERREWEGH et al., 1998). O que corrobora com a 

teoria de que a alta frequência de recombinação, assim como, as deleções do genoma 

viral podem estar ligadas com o surgimento de cepas mais virulentas do coronavírus 

felino (CHANG et al., 2012; LOVATO; DEZENGRINI, 2017). 
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Figura 1 Representação estrutural do FCoV. Adaptado de Jaimes; Whittaker (2018) 

 

O genoma viral do FCoV  (Figura 2) é composto por 11 ORFs (open reading 

frames ou fases de leitura aberta), incluindo uma replicase não-estrutural relacionada 

a dois grandes ORFs (PEDERSEN et al., 2009). O ORF1 codifica mais de 10 proteínas 

individuais necessárias para a replicação do vírus. Em seguida, encontra-se o gene 

que codifica a principal proteína do envelope viral, a proteína spike (S), a qual possui 

a função de ligação do vírus à célula-alvo, indução de anticorpos neutralizantes e 

desencadeamento da imunidade mediada por células (ROTTIER et al., 2005; JAIMES; 

WHITTAKER, 2018). A região S possui dois domínios, o domínio S1 da proteína S é 

responsável pelo receptor de ligação e o domínio S2 que é necessário para a fusão 

das membranas virais e celulares (BOSCH et al., 2003). Essa porção do genoma é 

seguida por diversas ORFs que codificam proteínas não estruturais de funções ainda 

não identificadas, incluindo os ORFs 3a-c.  

O gene M codifica a proteína de membrana, uma pequena proteína estrutural, 

que interage com o envelope e com o núcleo do vírus. Além disso, a proteína da 

membrana também interage com a imunidade mediada por células do hospedeiro e 

também tem função de induzir a síntese de interferon e a apoptose celular (ZHAO et 

al., 2006). O gene E codifica a proteína do envelope viral, a qual também interage com 

a proteína de membrana e atua na estruturação viral. O gene N codifica a proteína do 

capsômero, que recobre o ácido nucleico em um núcleo helicoidal. Além disso, a 

proteína N possui dois domínios que interagem com o mRNA subgenômico, 

permitindo a replicação viral (KIPAR; MELI, 2014).  
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Figura 2 Organização genômica do FCoV. Representação esquemática do genoma do FCoV, 

com as open reading frames (ORFs), genes e domínios do gene spike. Adaptado de Jaimes; 

Whittaker (2018) 

 

Os FCoVs também possuem os ORFs 7a e 7b que codificam proteínas não 

estruturais de função desconhecida (TEKES; THIEL, 2016). E cinco genes acessórios 

chamados 3a, 3b, 3c, 7a e 7b. Entre os genes S e E estão presentes três ORFs (3a, 

3b e 3c). Deleções nas regiões do ORF 3 e 7 mostraram que os genes acessórios são 

dispensáveis para o crescimento viral in vitro, mas foram sugeridos como importantes 

para a replicação do vírus e a virulência in vivo (HAIJEMA; VOLDERS; ROTTIER, 

2004). No entanto, as funções das proteínas acessórias ainda não estão 

completamente estabelecidas. 

 

2.1.1. Replicação viral 

 

Os coronavírus apresentam um complexo mecanismo de replicação viral, que 

inclui a produção de RNAs mensageiros (mRNA) subgenômicos (LOVATO; 

DEZENGRINI, 2017). Essa forma de replicação resulta em uma alta frequência de 

recombinações e, por isso, muitos desses vírus apresentam uma grande variação
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antigênica, com a existência de vários sorotipos circulantes (LOVATO; DEZENGRINI, 

2017). 

A replicação dos coronavírus começa quando o vírus se liga à membrana da 

célula hospedeira por meio da proteína S, fundindo seu envelope com a membrana 

celular. Em seguida, o material genético do vírus é liberado no citoplasma. O primeiro 

gene (pol) é traduzido em uma poliproteína que origina a replicase viral e outras 

enzimas importantes para a reprodução do RNA. A enzima polimerase usa o RNA do 

vírus como molde para produzir uma cópia negativa, a partir da qual são gerados 

novos genomas virais e mRNAs subgenômicos. Esses mRNAs codificam as proteínas 

necessárias para formar novos vírus. Apenas a primeira sequência (ORF) próxima da 

extremidade 5’ é traduzida, e todos os mRNAs subgenômicos têm uma sequência 

líder comum. As proteínas produzidas passam por modificações, como fosforilação ou 

glicosilação. A montagem dos novos vírions ocorre em uma região entre o retículo 

endoplasmático  e o complexo de Golgi. Depois, eles são levados em vesículas até a 

membrana da célula e liberados por exocitose.  (LOVATO; DEZENGRINI, 2017). 

 

2.1.2 Biótipos 
 

O FCoV existe em dois biótipos diferentes, o FECV e o FIPV. Os biótipos são 

descritos como grupos de vírus com a mesma constituição genética, porém possuem 

diferenças na indução de alterações microscópicas visíveis (vacuolização e lise) em 

cultivos celulares in vitro (KELLING, 1996). O FECV, geralmente, causa enterite leve, 

cursando com uma infecção subclínica e autolimitante (CAMERO et al., 2022; 

PEDERSEN et al., 2009). Além disso, é altamente prevalente em ambientes com 

vários gatos e muito contagioso (FELTEN; HARTMANN, 2019).   

Em contrapartida, o FIPV ocorre em cerca de 5 a 10% dos gatos infectados e 

causa a PIF, uma doença, geralmente, fatal (FELTEN; HARTMANN, 2019). A principal 

teoria para os diferentes biótipos é de que o FIPV se originaria do FECV através de 

mutações ocorridas em um animal persistentemente infectado (LICITRA et al., 2013), 
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entretanto, até o momento, a mutação exata que determina o biótipo FIPV ainda é 

desconhecida (LICITRA et al., 2013). 

Uma hipótese alternativa apontada é de que existam cepas de FCoV virulentas 

e avirulentas, sugerindo que cepas apatogênicas ou patogênicas distintas de FECV 

circulem nas populações de gatos domésticos e que a doença se desenvolveria 

apenas nos gatos infectados pelas cepas virulentas (BROWN et al, 2009; JAIMES et 

al., 2020). 

 

2.1.3 Sorotipos 

 

 São descritos dois sorotipos distintos do FCoV, com base em diferenças 

antigênicas, os sorotipos I e II, os quais existem em ambos os biótipos (FECV e FIPV). 

A maioria das infecções naturais por FCoV são do sorotipo I, sendo responsável por, 

aproximadamente, 90% das infecções naturais por FCoV (ADDIE et al., 2003), 

enquanto o sorotipo II é menos frequente e mais relacionado antigenicamente ao 

coronavírus entérico canino (VENNEMA et al., 1998). É teorizado que os FCoVs tipo 

II sejam um resultado de uma recombinação entre FCoV tipo I e coronavírus entérico 

canino, especificamente no gene da glicoproteína spike (KENEDY, 2020).  

A presença de diferenças no gene S entre os dois sorotipos é refletida por 

diferentes características de crescimento in vitro (DYE; SIDDELL, 2007). As 

características distintas presentes no gene S resultam em uma diferença para os 

receptores celulares aos quais ocorre a ligação do FCoV. No sorotipo II a 

aminopeptidase N felina (fAPN) foi identificada como o receptor celular de ligação, 

enquanto o receptor para FCoV tipo I ainda não foi identificado (JAIMES et al., 2020). 

Em estudos, foi demonstrado que FCoVs tipo I induziam títulos de anticorpos 

mais elevados que FCoVs tipo II e estavam mais frequentemente associados a sinais 

clínicos e /ou PIF (KUMMROW et al., 2005). Em adição, existem interfaces para ativar 

o peptídeo de fusão presentes entre os domínios S1 e S2 no FCoV do tipo I, mas 

ausentes no tipo II, que sugerem uma diferença nos mecanismos moleculares 

utilizados pelos dois tipos desse vírus para entrar na célula e podem ser possíveis
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explicações para a maior prevalência do FCoV tipo I na população de gatos (JAIMES 

et al., 2020). 

 

2.2 Epidemiologia 
 

O FCoV é um vírus extremamente contagioso e a infecção é considerada 

frequente nas populações de felinos domésticos em todo o mundo. Estima-se, através 

de estudos sorológicos, que os anticorpos estejam presentes em cerca de 80 a 90% 

dos gatos que vivem em abrigos e em 30 a 50% dos gatos domiciliados (PEDERSEN, 

2014). Em estudo realizado na região sudeste do Brasil, foi identificada 

soropositividade de 64,2% (97/151) dos gatos domésticos avaliados (ALMEIDA et al., 

2019). Especificamente em Pelotas - RS, foi realizado um inquérito sorológico que 

determinou a ocorrência da infecção por FCoV, através do teste de soro-

neutralização. Neste estudo foram detectados anticorpos para o vírus em 75,2% 

(73/97) dos gatos avaliados, sugerindo alta exposição ao FCoV na população de gatos 

na área estudada (JOHANN et al., 2009). Entretanto, ainda são escassos os dados 

sobre ocorrência e distribuição do FCoV na população felina no Brasil (LOVATO; 

DEZENGRINI, 2017).   

A ocorrência de PIF é mais frequente em gatos jovens entre três meses e três 

anos de idade (ADDIE et al., 2012). No entanto, gatos com mais idade também podem 

desenvolver PIF, principalmente quando expostos a altas cargas virais e/ou devido ao 

declínio na resposta imunológica. Os casos de PIF são mais prevalentes em 

ambientes com alta concentração felina, como abrigos e gatis, onde maiores taxas de 

infecção viral e disseminação de variantes de FIPV expõem os animais a doses 

infectantes significativas (FOLEY et al., 1997). Apesar da grande prevalência de FCoV 

na população felina, cerca de 5 a 10% dos gatos soropositivos apresentam sinais 

clínicos e, consequentemente, desenvolvem a PIF (ADDIE et al., 2012). 

O FCoV pode causar infecções persistentes com eliminação, muitas vezes, 

intermitente nas fezes. Em ambientes com grande proporção de gatos, os animais 

podem sofrer ciclos de infecção e excreção do vírus, recuperação e reinfecção 

(HARTMANN, 2005). Ademais, estudos demonstraram que gatos podem excretar
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FECV nas fezes, mesmo enquanto  clinicamente assintomáticos. Sendo assim, gatos 

assintomáticos que excretam o vírus nas fezes de forma persistentes ou intermitente 

representam uma fonte importante de infecção (BUBENIKOVA et al., 2020). 

 

2.3 Patogenia 
 

As diferenças no tropismo celular podem explicar as manifestações clínicas da 

infecção por FCoV serem diversas das desencadeadas pela PIF. A patogênese que 

leva ao desenvolvimento da PIF ainda não é totalmente compreendida, mas a principal 

teoria é de que ocorreria uma ou mais mutações em genes específicos, levando ao 

desenvolvimento da PIF. Apesar de alguns genes serem considerados prováveis 

responsáveis, ainda não foi esclarecido quais os fatores determinantes  para a 

ocorrência mutações (ADDIE et al., 2003).  

O FECV apresenta tropismo pelo epitélio das microvilosidades intestinais 

(PEDERSEN et al., 2009), replicando-se nos enterócitos e causando, geralmente, 

diarreia ou infecção assintomática, enquanto FIPV possui tropismo e replica-se com 

eficiência em macrófagos e monócitos, ocasionando infecção sistêmica (ROTTIER et 

al., 2005). A disseminação linfática do FIPV permite uma viremia com novas 

replicações e acúmulos no endotélio das veias e capilares, o qual induz uma resposta 

imune, objetivando eliminar o vírus. Este processo resulta em resposta inflamatória 

intensa e, posteriormente, em vasculite piogranulomatosa sistêmica, na qual 

macrófagos infectados e complexos antígeno-anticorpo são depositados no endotélio 

capilar estabelecendo uma inflamação perivascular e produzindo uma efusão 

peritoneal e pleural, de intensidade variada (ECHETO et al., 2005). 

Dessa forma, a PIF é caracterizada como uma enfermidade imunomediada e 

progressiva, que leva ao desenvolvimento de vasculite imunomediada e acomete 

diversos órgãos (HARTMANN, 2005). Fatores do hospedeiro reconhecidos por 

contribuir para a incidência de PIF incluem características do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC),  produção exacerbada de citocinas e fraca 

resposta imune mediada por células (CMI) (ZADRA, 2013; KENEDY, 2020).
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2.4 Sinais clínicos  

 

A principal alteração clínica da infecção por coronavírus entérico é diarreia 

autolimitante, mas ocasionalmente pode ocorrer um curso agudo ou crônico mais 

grave de vômitos, diarreia e perda de peso. Raramente, as infecções entéricas por 

FCoV são graves ou fatais (KIPAR et al., 1998). Já os sinais clínicos da PIF são 

inespecíficos e podem ser muito variáveis, pois, diversos órgãos podem ser 

acometidos, como intestino, linfonodos, baço, fígado, rins, pulmão, coração, além da 

possibilidade de sinais oftálmicos e neurológicos (HARTMANN, 2005). As alterações 

mais frequentes são anorexia, caquexia, icterícia, letargia, pirexia crônica, prostração. 

A PIF pode ocorrer de duas formas diferentes, a forma efusiva da doença (também 

chamada de úmida), na qual onde o principal sintoma é o acúmulo de líquidos em 

cavidades, podendo esses serem pleurais, peritoneais e/ou pericárdicos. Uma 

segunda forma da doença é descrita como não efusiva (ou PIF seca), na qual há 

ausência de acúmulo de líquidos nas cavidades. Podendo ainda, durante a 

progressão da doença, o animal manifestar as duas formas de apresentação doença 

(HARTMANN, 2005). 

Assim como os sinais clínicos, as anormalidades clínico-patológicas da PIF 

também são inespecíficas. Alterações que podem estar presentes no hemograma 

incluem anemia normocítica normocrômica, microcitose sem anemia e anemia 

hemolítica imunomediada (FELTEN, HARTMANN, 2019). Leucocitose e linfopenia 

podem estar presentes, principalmente nos estágios terminais pois, o grau de 

linfopenia está correlacionado com a progressão da doença. Um maior grau, assim 

como, a precocidade da linfopenia, aparentam estar interligados ao aumento da 

gravidade e progressão da enfermidade. Um dos fatores que levaria à essa alteração, 

é a secreção de fator tumoral alfa (TNF-α) causando à apoptose de linfócitos 

(TAKANO et al., 2007). As alterações nos parâmetros bioquímicos séricos refletem o 

órgão ou órgãos envolvidos. Na bioquímica sérica, normalmente a quantidade 

proteína total está elevada enquanto g-globulinas estão aumentadas, resultando numa 

razão albumina/globulina diminuída (A:G) (ADDIE et al., 2009). A maioria dos gatos
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com PIF tem bilirrubinemia e bilirrubinúria. Este aumento dos níveis de bilirrubina é 

devido à destruição dos glóbulos vermelhos e acúmulo de hemoglobina que muitas 

vezes acompanha a PIF (PEDERSEN, 2014). 

 As efusões de PIF geralmente possuem características visuais de um líquido 

amarelado, moderadamente viscoso e com turbidez, possuindo alto teor de proteína 

(próximo ao nível sérico ou superior) (PEDERSEN, 2014). Os líquidos são 

caracterizados, geralmente, como transudatos modificados ou exsudatos não 

sépticos, com base na ausência ou escassa presença de celularidade (ZOIA et al., 

2009).  

 

2.5 Diagnóstico da PIF 
 

A PIF é geralmente diagnosticada clinicamente após o desenvolvimento de 

derrames na cavidade abdominal e, menos frequentemente, na cavidade pleural e/ou 

com a formação de granulomas em órgãos (KIPAR et al., 2005). As análises 

hematológicas e bioquímicas de sangue, assim como, de efusão, citologia e cultura 

bacteriana, embora não sejam específicas para a PIF, são importantes, quando 

interpretadas em conjunto com a clínica, para a suspeita de PIF e excluir possíveis 

diagnósticos diferenciais (HARTMANN et al., 2003; FISCHER et al, 2012). 

A infecção por FCoV leva à produção de anticorpos, sendo detectáveis a partir 

de sete dias da infecção, entretanto, os testes sorológicos não diferenciam anticorpos 

contra FECV e FIPV. Sendo assim, a presença de altos títulos de anticorpos no 

sangue não pode ser utilizada como indicador específico para PIF (PEDERSEN et al., 

2009). Há diversas técnicas que podem ser aplicadas para o diagnóstico da PIF, 

quando analisados em conjunto aos sinais clínicos e exames complementares 

(hematológicos, bioquímicos, ultrassonografia e radiografia), como o teste de Rivalta, 

eletroforese de proteínas dos fluidos cavitários, imunocitoquímica, exames 

sorológicos (imunofluorescência e ELISA) e testes moleculares, como a reação em 

cadeia de polimerase via transcrição reversa (RT-PCR)  e a reação em cadeia de 

polimerase via transcrição reversa em tempo real (RT-qPCR) (KENEDY, 2020). 
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Uma necropsia completa com exame histopatológico adequado de tecidos 

doentes pode ser uma maneira precisa de confirmar um diagnóstico. No entanto, 

como com outros aspectos desta doença, muitas vezes, existe uma dificuldade em 

atribuir o diagnóstico definitivo à PIF (PEDERSEN, 2014). A análise considerada 

padrão ouro para diagnóstico da PIF é a imuno-histoquímica (ICH) em macrófagos. A 

especificidade da IHC é estimada em cerca de 100% em órgãos que possuem lesões 

histológicas compatíveis com PIF (STRANIERI et al., 2020).  

Entretanto, a IHC, geralmente, só pode ser realizada na necropsia, devido ao 

risco de realizar uma laparotomia ou laparoscopia no paciente enfermo, além da 

necessidade de coletar amostras de diferentes órgãos, pois, o antígeno FCoV pode 

estar variavelmente distribuído. Por isto, e por ser uma técnica invasiva, a realização 

de ICH é invasiva e arriscada para o diagnóstico ante mortem (LONGSTAFF et al., 

2017; RISSI, 2018).  

 

2.5.1 Reação em cadeia de polimerase por transcriptase reversa (RT-PCR) 

e reação em cadeia de polimerase por transcrição reversa em tempo real 

(RT-qPCR) 

 

 Um dos métodos mais frequentes de identificação e diagnóstico viral é a RT-

PCR (STRANIERI et al., 2020), ainda mais devido à dificuldade da realização da ICH 

ante mortem (LONGSTAFF et al., 2017; RISSI, 2018). A RT-PCR e a RT-qPCR são 

ensaios extremamente úteis para a detecção e quantificação, respectivamente, de 

RNA viral em tecidos com lesões ou derrames cavitários, podendo demonstrar a 

disseminação sistêmica e a presença do vírus em locais extra intestinais 

(PEDERSEN, 2014). A utilização de amostras de efusão demostrou que a detecção 

de RNA de FCoV por RT-qPCR de FCoV foi altamente específica, não havendo 

resultados positivos em gatos que não tinham PIF (LONGSTAFF et al., 2017). No 

entanto, a sensibilidade foi de 85%, dessa forma resultados falsos negativos são 

possíveis (LONGSTAFF et al., 2017; KENEDY, 2020). De forma semelhante, em 

estudo realizado com RT-qPCR do líquido cefalorraquidiano em gatos com PIF
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neurológica e/ou ocular em comparação a gatos sem PIF, foram relatadas uma 

especificidade de 100% e sensibilidade de 85,7% para a PIF (DYE; SIDDELL, 2007).  

Encontrar quantidades significativas de RNA viral em sangue, derrame, ou 

tecido de gatos sintomáticos indica a presença do FCoV e pode ser um indicativo de 

PIF (SIMONS et al., 2005). Em um estudo, em 46% dos casos com suspeita clínica 

de PIF e em 93% dos animais positivos para PIF na avaliação histopatológica foi 

detectado RNA viral (HORA, 2014). A carga viral no diagnóstico tem emergido como 

um indicador importante da gravidade da doença (STRANIERI et al., 2020). Além 

disso, o fluido efusivo continua a ser o substrato de escolha para as análises, que está 

ausente na forma não efusiva da doença (DRECHSLER et al., 2011). 

O teste fecal para FCoV por RT-PCR ou RT-qPCR é uma alternativa para 

detectar excreção viral. Além disso, é possível quantificar o nível e a frequência da 

excreção do FCoV nas fezes, auxiliando na identificação de possíveis gatos 

transmissores assintomáticos e ajudando na definição de práticas para prevenir a 

infecção (FELTMAN; HARTMANN, 2019). Embora os gatos com PIF possam excretar 

vírus nas fezes, o vírus geralmente é excretado em níveis mais baixos do que em 

gatos assintomáticos, além disso, o vírus excretado nesses casos é considerado do 

biótipo FECV e não do biótipo FIPV, não sendo útil para diagnóstico da PIF 

(PEDERSEN et al., 2009, 2012; CHANG et al., 2010, 2012). 

 

2.5.2 Marcadores moleculares 

 

Mutações no genoma do FECV e substituições de aminoácidos nas proteínas 

codificadas, ainda não totalmente identificadas, são consideradas possíveis 

marcadores da transformação de FECV para FIPV e, consequentemente, do 

desenvolvimento de PIF (CHANG et al., 2010; PEDERSEN et al., 2009). As mutações 

também levariam a uma maior virulência do coronavírus felino (KENEDY, 2020). 

Foram reconhecidas deleções nos genes específicos do grupo 3c, 7b (VENNEMA et 

al., 1998) 7a (KENNEDY et al., 2001), mutações pontuais na região spike (ROTTIER 

et al., 2005), e no gene da proteína de membrana (M) (BROWN et al., 2009).  Outro 

estudo concluiu que as mutações no gene M e a homologia do FCoV entérico e 
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sistêmico corroboram a teoria de que a mutação in vivo de cepas virulentas leva à PIF 

(HORA et al., 2019). 

Também foi descrito que duas substituições de aminoácidos, M1058L e 

S1060A, dentro da proteína spike (S), que codifica o peptídeo de fusão, foram 

associadas à mudança de virulência FECV para FIPV (CHANG et al., 2012). Em 

estudos, foi aferido que a substituição M1058L era indicativa de disseminação 

sistêmica do FCoV (DECARO et al., 2021). A maioria das cepas de FCoV, analisadas 

no estudo de Longstaff et al. (2017) apresentaram alterações nestas sequências de 

aminoácidos previamente associados à disseminação sistêmica ou virulência do vírus 

da PIF.  

Também foram identificadas mutações nas proximidades dos nucleotídeos 

23531 e 23537 do gene S, causando duas substituições de aminoácidos diferentes na 

proteína S. Em contraste com outras mutações do gene S, um total de quatorze 

mutações no nucleotídeo 23531 e 23537 foram identificadas em 96% das cepas de 

FCoV isoladas de gatos com PIF neste estudo. Essas mutações não foram 

identificadas em amostras fecais de gatos controle clinicamente saudáveis (EMMLER 

et al., 2020).  

O gene 3c está presente de forma íntegra na maioria das cepas obtidas de 

gatos com PIF e é um dos genes mais estudados (BANK-WOLF et al., 2014). Em 

estudo, todos os isolados fecais de FCoV possuíam um gene 3c intacto, sugerindo 

que um gene 3c intacto seja necessário para a replicação intestinal do FCoV (HORA 

et al., 2016). Dessa forma, é considerado que deleções no gene 3c possam atuar 

como possíveis marcadores capazes de distinguir os biótipos de FCoV. Mutações que 

afetam a expressão da proteína 3c contribuem para um aumento da replicação viral 

em monócitos e macrófagos e, assim, ao desenvolvimento de PIF (TEKES; THIEL, 

2016). Mutações e deleções na proteína 3c foram associadas à disseminação 

sistêmica do vírus (RIEMER et al., 2016) e perda da capacidade de replicação nas 

células epiteliais intestinais (KENNEDY, 2020). No entanto, resultados bastante 

contrastantes também foram encontrados nesses estudos, principalmente quanto à 

especificidade, possivelmente em decorrência de diferentes ensaios de 

sequenciamento utilizados (LONGSTAFF et al., 2017). 
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2.6 Tratamento e prevenção 
 

Os tratamentos para a PIF se baseiam principalmente em impedir a replicação 

do vírus e modular a resposta imunológica do gato. São descritos experimentalmente 

uso de análogos de nucleosídeos, inibidores de protease e da polimerase viral 

(CAMERO et al., 2022). Entretanto, como a PIF é uma doença crônica e sistêmica, é 

difícil alcançar a remissão clínica (PEDERSEN, 2014). 

A função do análogo de nucleosídeo GS5734, e sua formulação original GS-

441524, é substituir a adenosina, encerrando a replicação viral (ADDIE et al., 2020). 

O análogo de nucleosídeo em questão também demonstrou eficácia por via oral, ao 

contrário das drogas antivirais anteriormente descritas, que devem ser administradas 

por via injetável, muitas vezes causando respostas inflamatórias graves (PEDERSEN 

et al., 2019).  

Outro medicamento promissor, o inibidor de protease GC376, relatou efeitos 

antivirais significativos em gatos com PIF (KIPAR; MELI, 2014). Seu mecanismo de 

ação visa inibir enzimas necessárias para a clivagem de proteínas e para a maturação 

da estrutura viral. Estudos recentes demostraram ação antiviral do itraconazol, um 

fármaco antifúngico, contra FCoV tipo I in vitro, sugerindo que o poderia ser 

potencialmente usado como terapêutico (TAKANO et al., 2019), entretanto ainda são 

necessários testes in vivo que comprovem sua eficácia. 

Como a maioria desses medicamentos não estão disponíveis comercialmente 

no Brasil até o momento, o tratamento da PIF se baseia principalmente em tratar os 

sinais clínicos e fornecer qualidade de vida, através do fortalecimento nutricional, 

fluidoterapia parenteral, remoção de líquidos efusivos, transfusão sanguínea e 

também antimicrobianos quando há suspeita de infecções bacterianas secundárias 

(SHERDING, 2003). Os corticosteroides e as drogas citotóxicas, por seus efeitos anti-

inflamatórios e imunossupressores, visam reduzir as reações inflamatórias 

imunomediadas que ocorrem na doença. Em contrapartida, podem afetar 

adversamente a imunidade celular, potencializando a infecção viral (SHERDING, 

2003). 
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Uma vacina intranasal para PIF foi licenciada em alguns países, mas sua 

eficácia ainda é bastante questionada (LOVATO; DEZENGRINI, 2017), atualmente 

ela é considerada não recomendada pela American Association of Feline Practitioners 

(AAFP) e foi retirada do mercado (STONE et al., 2020). O principal motivo do 

questionamento seria pela possibilidade de os anticorpos exacerbarem os sinais 

clínicos (LOVATO; DEZENGRINI, 2017). 

As medidas profiláticas são pouco efetivas devido ao FCoV estar amplamente 

disseminado na população felina, entretanto, é recomendado evitar a exposição ao 

vírus, manter os animais em quarentena, realizar higiene rigorosa, utilizando diversas 

caixas de areia e trocando regularmente. Alojar gatos em pequenos grupos, evitando 

grandes populações de gatos num mesmo ambiente, identificar e segregar possíveis 

transmissores assintomáticos do vírus (PEDERSEN, 2014). 
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ABSTRACT.- Scariot A.C.A., Santos W.O., Ribeiro L.C., Silva W.R., Fonseca R.N., Lima M., Fischer G. & Hübner 
S.O. 2024. Mutation analysis of the spike protein in domestic cats infected with feline coronavirus 
with or without clinical signs relative to feline infectious peritonitis. Pesquisa Veterinária Brasileira, 
2024. Departamento Veterinária Preventiva, Faculdade de Veterinária, Universidade Federal de Pelotas. 
Avenida Eliseu Maciel s/n, Prédio 1 Campus Capão do Leão, Capão do Leão, RS 96160-000, Brazil E-mail: 
sohubner@yahoo.com.br 
 The feline coronavirus (FCoV) includes two biotypes, responsible for an enteric disease (feline 
enteric coronavirus - FECV), or a feline infectious peritonitis (feline infectious peritonitis virus -FIPV), a 
lethal disease. While the exact genetic change that mediates the transition of FECV to FIPV and its increase 
in pathogenicity is unknown, there is evidence that specific mutations in the spike-protein (S) coding region 
play a major role. It has been suggested that the change in pathogenicity may be associated with mutations 
at two amino acid sites in the S protein: a methionine (M)-to-leucine (L) mutation at site 1058 (M1058L) 
and a serine (S)-to-alanine (A) mutation at site 1060 (S1060A). This study aimed to determine the presence 
of the M1058L or S1060A mutations in FCoV derived from domestic cats with or without clinical signs 
relative to FECV or FIPV infection. Rectal swabs, tissues, blood, and/or effusion (90 samples) collected from 
77 cats were investigated to FCoV infection by PCR, revealing 26% of positive cats. Among the positive cases, 
11 cats displayed enteric signs, 4 showed FIP signs, and 5 were asymptomatic. Out of the 9 strains (5 FECV 
and 4 FIPV) that were sequenced and analyzed for the mutations M1058L and S1060A, only one FIPV strain 
had the M10580L mutation and no sample contained the previously reported S1060A mutation. The data 
obtained in this study indicate that other genetic markers may be associated with the change in FCoV 
pathogenicity. Therefore, the presence of the mutations documented as M1058L and S1060A should not be 
the sole markers used to confirm feline infectious peritonitis.  
 
INDEX TERMS:  coronaviruses, feline infectious peritonitis, FCoV, RT-PCR. 
 
RESUMO.- [Análise de mutação da proteína spike em gatos domésticos infectados por coronavírus 
felino com ou sem sinais clínicos relativos à peritonite infecciosa felina.] O coronavírus felino (FCoV) 
inclui dois biótipos, responsáveis por uma doença entérica (coronavírus entérico felino - FECV), ou uma 
peritonite infecciosa felina (vírus da peritonite infecciosa felina -FIPV), uma doença letal. Embora a 
alteração genética exata que medeia a transição do FECV para o FIPV e o seu aumento na patogenicidade 
seja desconhecida,  há evidências que mutações específicas na região codificadora da proteína spike (S) 
tenha uma importante papel. Foi sugerido que a alteração de patogenicidade possa estar associada a 
mutações em dois locais de aminoácidos na proteína S: uma mutação de metionina (M)-para-leucina (L) no 
sítio 1058 (M1058L) e uma mutação de serina (S)-para-alanina (A ) no sítio 1060 (S1060A). Este estudo 
teve como objetivo determinar a presença das mutações M1058L e S1060A em FCoV derivados de gatos 
domésticos com ou sem sinais clínicos relacionados à infecções por FECV ou FIPV. Swabs retais, tecidos, 
sangue e/ou efusão (90 amostras) coletados de 77 gatos foram investigados para infecção por FCoV por 
PCR, revelando 26% de gatos positivos, sendo 11 deles com sinais entéricos, 4 com sinais de FIP e 5 
assintomáticos. De 9 cepas (5 FECV e 4 FIPV) sequenciadas e analisadas para as mutações M1058L e 
S1060A, apenas uma cepa de FIPV continha a mutação M10580L e nenhuma continha a mutação S1060A 
anteriormente relatada. Os dados obtidos indicam que outros marcadores genéticos possam estar 
associados à mudança de patogenicidade do FCoV e, portanto, a presença das mutações M1058L e S1060A 
não devem ser usadas como únicos marcadores para confirmação de peritonite infecciosa felina. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: coronaviroses, peritonite infecciosa felina, FCoV, RT-PCR. 

 
INTRODUCTION 

 
Feline coronavirus (FCoV) belongs to the family Coronaviridae and genus Alphacoronavirus (ICTV 2019) 
and is highly prevalent among domestic cat populations worldwide (Pedersen et al. 2009). There are two 
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genotypes of the virus: FCoV type I and type II. Each genotype includes two different biotypes called feline 
enteric coronavirus (FECV) and feline infectious peritonitis virus (FIPV) (Wang et al. 2013). The FIPV 
biotype is more virulent than the FECV biotype and is associated with the development of fatal 
multisystemic peritonitis, for which no effective treatment or vaccine is currently available. On the other 
hand, most FECV biotypes do not cause lesions, and even the most virulent strains cause only mild intestinal 
symptoms (Gao et al. 2023). Feline infectious peritonitis (FIP) is more common in young cats and 
approximately 5 to 10% of FCoV-seropositive cats develop the disease (Pedersen et al. 2009). FIP can 
appear in two forms: the effusive form, which is the most common and is characterized by fluid build-up in 
the abdomen, thorax, and/or pericardium (Hartmann, 2005, Pedersen et al. 2009), and the non-effusive 
form, characterized by the presence of granulomas in organs (Hartmann 2005).  The clinical signs of FIP are 
highly variable, as due to the systemic spread of the virus, several organs may be involved, in addition to 
ophthalmic and neurological changes being described. The pathogenesis that leads to the development of 
FIP is not yet fully understood, but the main theory is that one or more mutations in a specific FECV gene or 
genes would lead to its development (Addie et al. 2009). Furthermore, it is believed that the FECV biotype 
adapts to proliferate in monocytes/macrophages, which promotes a change in the virulence of virions, 
resulting in biotype conversion to FIPV (Pedersen 2014, Tekes & Thiel 2016). However, the change in cell 
tropism does not reveal the true mechanism of internal mutation. Consequently, many studies attempt to 
explain the mechanism of mutation at the molecular and genetic levels. The FCoV genome encodes four 
structural proteins – spike (S), envelope (E), membrane (M), and nucleocapsid (N), and seven nonstructural 
proteins (replicase 1a and 1b and accessory proteins 3a, 3b, 3c, 7a, and 7b). Three different genes have been 
associated with the conversion of FECV to FIPV. The first gene suspected to be a general virulence marker 
indicative of Feline Infectious Peritonitis (FIP) was the 3c gene (Vennema et al. 1998). Initial studies 
indicated that FECVs always contained a complete 3c gene, while FIPV contained mutations (such as 
deletions or point mutations) that hindered the translation of an intact protein (Pedersen et al. 2009, Hora 
et al. 2016). Later studies have shown that an intact 3c gene is required for viral replication in the intestine 
but is not essential for systemic replication of FIPVs (Chang et al. 2010, Chang et al. 2012, Pedersen et al. 
2012, Bank-Wolf et. al. 2014,). It is now considered likely that mutations in 3c gene do not affect the 
virulence (Lutz et al. 2020). Some research has indicated that the nonstructural glycoprotein 7b may play a 
role in determining FCoV virulence. The loss of its integrity, which occurs predominantly during cell culture 
passage, leads to a loss of virulence in FIPVs (Dedeurwaerder et al. 2013). Subsequent studies, however, 
have demonstrated that the highly conserved 7b gene cannot serve as a valid gene for differentiating 
biotype switching. Since 2012, research on the pathogenesis of FIP has increasingly focused on the S gene, 
responsible for encoding the spike protein (S). The S protein of the coronavirus plays a pivotal role in 
binding to the cellular receptor for viral infection, and the transition from FECV to FIPV involves alterations 
in cellular tropism. Consequently, it has been postulated that variations in FCoV biotypes may also be linked 
to mutations in the S genes. In this context, it has been identified that differences in the S proteins between 
FECV and FIPV include mutations at two amino acid: a mutation from methionine (M) to leucine (L) at site 
1058, and a mutation from serine (S) to alanine (A) at site 1060 (Chang et al. 2012). These mutations are 
associated with adaptability for infecting macrophages (Bank-Wolf et al. 2014, Jaimes &  Whittaker, 2018, 
Ouyang et al. 2022, Shirato et al. 2018). The presence of one or both of these mutations was identified in 
over 95% of the FIPV strains analyzed in the Netherlands (Chang et al. 2012). The specific role of these 
mutations in the S gene concerning the pathogenesis of FIP remains unclear. So far, there are no records of 
studies on the occurrence of these mutations in FCoV  among cats in Brazil or even in the Americas. The 
objective of this study was to ascertain the presence of the M1058L or S1060A mutations in FCoVs obtained 
from domestic cats, with or without clinical signs related to infection by FECV or FIPV biotypes. 

MATERIALS AND METHODS 
 

Animals and samples. For the present study, 90 samples were collected from 77 domestic cats 
received at veterinary clinics and hospitals in Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, between November 2020 
and December 2021. Of the samples obtained, 47 cats had enteric signs (diarrhea), 15 cats presented signs 
compatible with FIP (pleural or abdominal  effusion, ascite or a combination of both), and 15 cats did not 
present any clinical signs of disease. The samples collected were: rectal swabs (70), blood (3), abdominal 
effusion (8), pleural effusion (3), kidney (1), liver (1), spleen (1), intestine (1), omentum (1) and lymph node 
(1). Information on history and clinical signs was obtained through anamnesis. Samples were stored in 
RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen™, USA) and kept at -80 °C until processing. 

FCoV detection. For FCoV detection, a semi-nested PCR targeting amplification of a highly 
conserved segment of the M gene was performed (Pratelli et al. 1999). RNA from effusion, blood and rectal 
swab samples was extracted using the BioGene viral DNA/RNA extraction kit (Bioclin/Quibasa – Química 
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Básica Ltda., MG, Brazil) following the manufacturer's instructions. RNA from organs was extracted using 
the TRIzol® Reagent protocol. After quantification and conversion to cDNA using Hight-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems™, MA, USA), the samples were subjected to semi-nested 
RT-PCR. The PCR cycling conditions were 95 °C for 7 min, 40 cycles of 94, 55, and 72 °C for 1 min at each 
temperature, and 72 °C for 7 min. For the second round of RT-PCR amplification, a 3 μL aliquot of the 1:100 
dilution of the first amplicon was subjected to the same cycling procedures described previously. RT-PCR 
products were detected after ethidium bromide-stained agarose gel electrophoresis and visualization under 
ultraviolet light.       

Amplification, sequencing, and analysis of the spike (S) gene from FCoV-positive samples. 
From the positive samples, an RT-PCR was performed to amplify a 215-bp fragment for FCoV-I and a 250-
bp fragment for FCoV-II, including codons for residues of the S protein potentially affected by the M1058L 
and S1060A mutations, as described by Decaro et al. (2021). Reactions were performed in a volume of 25 
μL using 100-200 ng of cDNA, 12.5 μL of GoTaq® Colorless Master Mix (Fitchburg, WI, USA), and 10 pmol 
of each forward and reverse primer. PCR cycling conditions were 94 °C for 5 minutes, 45 cycles of 94 °C (30 
seconds), 50 °C (30 seconds) and 68 °C (45 seconds) and final extension at 72 °C for 10 min. Products were 
detected after ethidium bromide agarose gel electrophoresis and visualization under ultraviolet light.
 RT-PCR products were purified using Promega® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo 
Kit (Promega Corporation, WI, EUA). The samples were sequenced in duplicate using BigDye Terminator 
Cycle Sequencing kit (Thermo Fischer) to confirm sequence identity. Sequence editing, alignment and 
phylogenetic analyses were conducted using Geneious alignment and Geneious tree builder plugins 
implemented in Geneious software version 9.1.8 (Biomatters). Nucleotide (nt) sequences of the S gene were 
converted into amino acid (aa) sequences and comparative sequence analysis with coronavirus sequences 
was carried out in the S protein fragment encompassing residues 1058 and 1060. Initially the obtained 
sequences were compared with reference strains for classification into FECV and FIPV biotypes. Based on 
the homology with each biotype and the clinical signs described, the samples were classified as FECV or 
FIPV. Nucleotide sequences from FCoV reference strains used for alignment and sequence analysis were 
retrieved from the NCBI database under the following GeneBank accession numbers: FIV-I-Black, 
EU186072, FIPV-I-C1J, DQ848678, FCoV-I-RM, FJ938051, FCoV-I-UU54, JN183883, FCoV-I-UU7, FJ938053, 
FIPV-II-DF-2, JQ408981, MW316838.1 MT181982.1, MW225980, MW225984,MW815652.1 and 
MH817484 (the only complete genome sequence of a FCoV strain from Brazil, Barros et al. 2019). 

RESULTS AND DISCUSSION 
All collected samples were evaluated by a semi-nested RT-PCR targeting amplification of a 

conserved segment of the FCoV M gene. Of the 77 cats evaluated, 20 (26%) tested positive, 11 of which 
exhibited enteric signs, 4 displayed signs of FIP and 5 were asymptomatic. FCoV RNA was detected from 
different types of samples (blood, effusion, rectal swab, spleen, lymph nodes and omentum).  Positive 
samples at this stage were then evaluated by an RT-PCR targeting a region of the FCoV S gene, with 16 (21%) 
of the total testing positive. The lower number of positive results in this RT-PCR is attributed to the 
variability described in the spike glycoprotein gene. The S gene undergoes environmental adaptation, and 
variations in this gene are often related, having important evolutionary significance in analyzing epidemic 
trends (Chang et al. 2012).    From the description that two amino acid substitutions, 
M1058L and/or S1060A within the S protein were associated with the change in virulence from FECV to 
FIPV (Chang et al. 2012), several studies had been performed to investigate the presence of such changes 
(Bank-Wolf et al. 2014, Lewis et al. 2015, McKAY et al, 2020, Decaro et al. 2021, Song et al. 2023). The 
functional consequences of the M1058 and S1060A alterations have not yet been determined, however, as 
they are located in the hydrophobic domain of the fusion protein, they could be associated with greater 
virulence and consequent systemic transmission of the virus (Chang et al. 2012). In this context, a new PCR 
test could be developed to identify the presence of these mutations, which could indicate FIPV and provide 
a diagnosis. Our study investigated such mutations in samples from cats with FCoV who were either 
asymptomatic, presented digestive diseases (diarrhea and/or vomiting), or showed clinical signs 
compatible with FIP. Sequence amplicons were generated from positive samples of nine cats: five with 
diarrhea (from fecal samples) and four with clinical signs compatible with FIP (from organs or ascites). By 
phylogenetic analysis, these FCoV sequences were clustered according to the biotype and clinical signals in 
FECV (5) and FIPV strains (4). The nucleotide sequences obtained were eligible for translation into amino 
acids and were compared with reference sequences. The presence of a mutation at amino acid residue 1058 
was detected, with a methionine substituting a leucine (M1058L), in a strain from a cat showing clinical 
signs and complementary exams consistent with FIP. No alteration was observed at amino acid residue 
1060 (S1060A) in any sequenced strain.  Our results diverge from previous reports: in the study by Chang 
et al (2012) of 118 FIPVs, 108 (91.5%) had the M1058L mutation. The  M1058L and S1060A mutations were 
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observed in 17/19 and 2/19 strains circulating in Italy, associated with FIP, respectively (Decaro et al. 
2021). Other studies have also detected the mutation related to the M1058L residue in FIPV strains (Bank-
Wolf et al. 2014, Lewis et al. 2015, Sangl et al. 2020). In samples from China, Zhu et al. (2024) demonstrated 
that all parenteral samples from FIP cats carried one or more of the M1058L mutation, S1060A mutation, 
and mutated 3c gene. Porter et al. (2014) state that the M1058L mutation may not cause the transformation 
to FIPV, although it may induce changes in cell tropism. They believe that the substitution M1058L serves 
solely as an indicator of the systemic spread of FCoV from the gastrointestinal tract, and should not be relied 
upon as a confirmatory marker for FIP.         
 The absence of the M1058L mutation in the FECV biotype has also been suggested (Chang et al. 
2012, Decaro et al. 2021). In our study, no such mutation was detected in FECV strains. However, a study 
by Porter et al. (2014) using fecal and tissue samples of FECV and FIPV found leucine at position 1058 in 
tissues, regardless of whether cats were infected with FECV or FIPV. This demonstrates that it may be more 
related to the systemic spread of the virus and not to the occurrence of FIPV.    
 It's possible that the FIPVs found in the studied region may have unidentified alternative virulence 
sites. According to Shirato et al. (2018), the different behavior of macrophage infection could be due to the 
combined effect of five mutations in five distinct domains of the S2 fusion subunit. Therefore, since most 
FIPV strains in the current study did not have the previously described mutations M1058L or S1060A, these 
mutations alone cannot confirm the diagnosis of FIP. This suggests that other genetic markers should be 
considered in relation to the change in FCoV pathogenicity.     
 FCoV transmission occurs via the fecal-oral route. Some studies suggest that infected cats can 
excrete FECV in their feces for more than 15 weeks (Tekes, Thiel, 2016, Bubenikova et al. 2020). According 
to Addie & Jarrett (2001), around 13% of infected cats become carriers and likely remain healthy carriers 
throughout their lives, intermittently excreting the virus in their feces. In settings with multiple cats, the 
number of shedding events and the frequency of shedding are risk factors for the development of FIP in 
individual cats (Foley et al. 1997). The present study revealed that 21% (16/77) of the evaluated cats were 
shedding FCoV in their feces, as indicated by positive rectal swab samples. Among the 47 cats with enteric 
signs, 11 (23%) tested positive for FCoV. Among the asymptomatic cats evaluated, 5 out of 15 (33%) were 
found to be excreting the virus, indicating a significant source of virus transmission and population 
maintenance. These data indicate that an important strategy for controlling the disease must involve 
identifying and isolating asymptomatic carriers within the population. In all cats showing clinical signs 
compatible with FIP, and in which tissue, blood, and/or effusion samples presented positive results, no viral 
RNA was detected in rectal swab samples. In agreement with these results, other studies indicate that FCoV 
excretion in feces occurs only in cats infected with the FECV biotype (Pedersen et al. 2009, Chang et al. 
2012). 

CONCLUSION 
 

In the present investigation, most FIPV strains found in cats presenting enteric disease or FIP did not exhibit 
the M1058L or S1060A mutations as described in previous studies. The results indicate that the M1058L 
and S1060A amino acid mutations cannot be considered exclusive for the diagnosis of FIP nor as the only 
indicators associated with the change in virulence from FECV to FIPV. 
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4 Considerações Finais 

 

Os resultados obtidos na presente dissertação permitem concluir que o FCoV 

está presente na população de gatos domésticos na cidade de Pelotas. O FCoV pôde 

ser detectado principalmente em amostras de tecido de animais sintomáticos, nestes 

não sendo possível a detecção através de swab retal. Embora, também pôde ser 

detectado em animais assintomáticos em amostras de swab retal.  

Assim como, a totalidade das cepas encontradas foram FCoV sorotipo I, 

demonstrando a prevalência deste sorotipo nos gatos avaliados na região. Através do 

sequenciamento genético foi possível verificar a presença da mutação no resíduo de 

aminoácido 1058 de apenas uma das cepas encontradas, de um gato com 

sintomatologia e exames complementares compatíveis com PIF, enquanto as demais 

cepas avaliadas não apresentaram mutações nos resíduos 1058 e 1060 da região S 

do FCoV. Não  apresentando resultados conclusivos para o diagnóstico de PIF através 

destes marcadores. 
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ANEXO A – Aprovação da Comissão de Ética e Experimentação Animal 
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ANEXO A – Aprovação da Comissão de Ética e Experimentação Animal 
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ANEXO B – Laudo histopatológico  (Gato 1) 
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ANEXO B – Laudo histopatológico Felina (Gato 1) 

 

 


