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IL CORONAVIRUS DEL CANE: UN “VECCHIO”
VIRUS PER UNA “NUOVA” MALATTIA
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Riassunto

Gli autori descrivono un grave focolaio di infezione sistemica, ad esito letale, sostenuta da una variante pantropica del coro-
navirus del cane (CCoV) in cuccioli di 6-8 settimane di eta. | cuccioli hanno presentato grave sintomatologia gastroenterica,
con generalizzazione dell’infezione e marcata linfopenia. Uno stipite CCoV tipo Il & stato isolato dagli organi degli animali dece-
duti, che hanno fornito esito negativo per gli altri agenti patogeni del cane. Per questa nuova forma di infezione da CCoV viene
proposta la denominazione di “sindrome acuta linfopenica e gastroenterica del cane” (CALG syndrome).

Summary

An outbreak of systemic, fatal infection by a pantropic variant of canine coronavirus (CCoV) in 6-8-week-old pups is reported.
The affected pups displayed severe gastroenteritis, systemic clinical signs and leukopenia. A CCoV type Il strain was isolated
from the parenchimatous organs of the dead pups, whereas laboratory investigations failed to detect other pathogens of dogs.
We propose to designate the new CCoV-induced disease as “canine acute lymphopenic gastroenteric (CALG) syndrome”.

INTRODUZIONE

Il coronavirus del cane (CCoV) & un virus della famiglia
Coronaviridae, genere Coronavirus, che comprende tre
gruppi antigenici principali, ai quali dovrebbe aggiungersi
un quarto gruppo costituito dal coronavirus della SARS
(SARS-CoV)* e dai coronavirus SARS-correlati®’. CCoV ap-
partiene al gruppo antigenico I insieme ai coronavirus felini
(FCoV) tipo I e tipo 11, al virus della gastroenterite trasmis-
sibile del suino (TGEV), al coronavirus respiratorio del sui-
no (PRCoV), al virus della diarrea epidemica del suino
(PEDV) ed al coronavirus umano 229E (HCoV-229E)°.

Attualmente sono noti due distinti genotipi di CCoV,
classificati in base alle correlazioni genetiche con i corona-
virus felini: CCoV tipo I & geneticamente correlato a
FCoV tipo I, mentre CCoV tipo II (quello conosciuto da
pitl tempo) ¢ correlato a FCoV tipo II.

CCoV causa blande infezioni autolimitanti della mucosa
intestinale, con sviluppo di sintomatologia gastroenterica
caratterizzata da anoressia, diarrea di tipo mucoide e, tal-
volta, vomito'®. Infezioni ad esito letale sono state descritte
solo a seguito di infezioni miste, sostenute da CCoV ed al-
tri patogeni, in particolare i virus. Infezioni sistemiche non
sono mai state associate ad infezione da CCoV, sebbene il
virus sia stato saltuariamente isolato da alcuni tessuti di
cuccioli infettati sperimentalmente’®.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 23/1/2006 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 20/5/2006”.

Nella presente nota si riportano I'isolamento e la carat-
terizzazione di una variante pantropica di CCoV responsa-
bile di una grave malattia sistemica ad esito letale in cuc-
cioli di 6-8 settimane. Si precisa che tale nota costituisce
una integrazione del lavoro! pubblicato sulla rivista
“Emerging Infectious Diseases” dei Centers for Disease

Control and Prevention (CDC) di Atlanta, USA.

MATERIALI E METODI

In maggio 2005, sette cuccioli di un pet-shop della Puglia
sono morti a seguito di una malattia sistemica con segni clini-
ci molto gravi. Le manifestazioni cliniche hanno riguardato
dapprima tre pinscher nani di 45 giorni ed un cocker spaniel
di 53 giorni ed erano rappresentate da letargia, febbre (39.5-
40°C), disoressia, vomito incoercibile, diarrea emorragica.
Tutti i cuccioli hanno presentato grave leucopenia, con parti-
colare interessamento della componente linfocitaria. La mor-
te ¢ sopraggiunta due-tre giorni dopo I'insorgenza della sinto-
matologia ed ¢ stata preceduta da manifestazioni neurologi-
che, quali atassia e convulsioni. Successivamente, sintomi
analoghi sono stati osservati in altri due pinscher nani ed in
un pechinese di 56 giorni, i quali dopo la morte sono stati
portati presso i nostri laboratori per gli accertamenti del caso.

All’esame anatomo-patologico, lesioni di notevole gra-
vita sono state evidenziate nei polmoni, fegato, milza e re-
ni. I polmoni erano interessati da focolai di broncopolmo-
nite nei lobi caudali e craniali (Foto 1, 2), mentre ampie
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FOTO 1 - Pinscher nano, cavita toracica: focolai di polmonite con versa-
mento pleurico.
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FOTO 2 - Pechinese, polmoni: estese aree di polmonite nei lobi craniali
e caudali.

aree di degenerazione sono state evidenziate nel fegato
(Foto 3, 4) e nella milza (Foto 5). Aree infartuali erano
presenti nel parenchima renale (Foto 6). Nei linfonodi era-
no presenti numerose emorragie (Foto 7).

Campioni di cervello, polmoni, fegato, milza, reni, linfo-
nodi mesenterici ed intestino sono stati analizzati per la ri-
cerca dei piti comuni agenti patogeni del cane, quali Borde-
tella bronchiseptica, Pasteurella multocida, Leptospira inter-
rogans®, reovirus®?, rotavirus’, calicivirus'®”, parvovirus del
cane’, adenovirus del cane'!, virus del cimurro'’, herpesvi-
rus del cane'®, coronavirus del cane’. URNA virale ¢ stato
estratto da tutti i campioni d’organo mediante kit commer-
ciale (QTAamp® RNeasy Mini Kit, Qiagen GmbH, Hilden,
Germania), seguendo le istruzioni della casa produttrice, ed
¢ stato utilizzato in test real-time RT-PCR specifici per la ri-
cerca dell’acido nucleico di CCoV tipo I e CCoV tipo IT*.

1l contenuto intestinale ed i campioni d’organo dei cuccio-
li deceduti sono stati omogenati in terreno minimo essenzia-
le di Dulbecco (D-MEM), trattati con antibiotici (5000
UI/ml penicillina, 2500 pg/ml streptomicina, 10 pg/ml anfo-
tericina), centrifugati a 4000 x g per 20 min a +4°C.

I surnatanti sono stati utilizzati per inoculare cellule di fi-
broma di cane A-72, sviluppate in D-MEM con I’aggiunta
del 10% di siero fetale bovino (SFB). Le cellule inoculate
sono state osservate quotidianamente per I’eventuale com-

FOTO 3 - Pinscher nano, fegato: steatonecrosi ed emorragie.

FOTO 4 - Pechinese, fegato: aree di degenerazione ed emorragie diffuse.

parsa di effetto citopatico (ecp) e, dopo 5 giorni di incuba-
zione a 37°C in atmosfera modificata contenente il 5% di
CO,, sono state sottoposte a 3 cicli di congelamento e scon-
gelamento ed i criolisati sono stati utilizzati per inoculare
nuovi monostrati cellulari. Dopo tre passaggi seriali, le cel-
lule inoculate sono state testate in immunofluorescenza in-
diretta (IFT) per CCoV, utilizzando un anticorpo monoclo-
nale (MAD) (gentilmente fornito da G. Chappuis, Merial,
Francia) ed un siero di capra anti-IgG di topo coniugato
con isotiocianato di fluoresceina (Sigma-Aldrich, Milano).
L’immunoistochimica sulle sezioni d’organo ottenute &
stata effettuata utilizzando lo stesso MAb del test IFI ed
un siero di capra anti-IgG di topo coniugato con perossi-

dasi (Sigma-Aldrich).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le prove di identificazione diretta non hanno evidenzia-
to la presenza dei piti comuni agenti patogeni del cane nel-
I'intestino e negli organi interni dei cuccioli morti.

Le metodiche real-time RT-PCR genotipo-specifiche ese-
guite sul contenuto intestinale hanno evidenziato 'acido nu-
cleico di entrambi i genotipi CCoV. Inaspettatamente, I'R-
NA di CCoV tipo II ¢ stato anche identificato negli organi di



FOTO 5 - Pechinese, milza: splenomegalia ed aree di degenerazione con
ematomi sottocapsulari.

FOTO 6 - Pechinese, rene: soffusioni emorragiche ed aree infartuali.

FOTO 7 - Pinscher nano, linfonodo mesenterico: linfoadenite emorragica.

tutti i cuccioli morti, tra cui polmoni (titolo mediano di
1.08x10° copie di RNA/pl di templato), milza (4.46x10° co-
pie di RNA/ul di templato), fegato (9.02x10* copie di
RNA/ul di templato), reni (7.54%10* copie di RNA/ul di
templato) e cervello (5.23x10° copie di RNA/ul di templato).

Le cellule A-72 inoculate con gli omogenati d’organo
hanno mostrato il caratteristico effetto citopatico causato
da CCoV gia al primo passaggio. L'isolamento di uno sti-
pite CCoV tipo II (denominato CB/05) & stato confermato
sia dal test IFI, che dalla real-time PCR genotipo-specifica
effettuata sul criolisato delle colture infette. Il virus & stato
isolato da tutti gli organi inoculati ad eccezione del cervel-
lo, probabilmente a causa dei bassi titoli virali osservati in
real-time PCR.
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FOTO 8 - Immunoistochimica su sezione di polmone con anticorpi mo-
noclonali per CCoV: la colorazione marrone indica la presenza degli an-
tigeni virali.

Mediante immunoistochimica, & stato possibile eviden-
ziare gli antigeni di CCoV in tutti gli organi esaminati e, in
particolare, nei polmoni (Foto 8).

11 grave episodio di malattia descritto nella presente no-
ta merita di essere valutato con estrema attenzione per una
serie di ragioni. Ancora una volta la biologia dei coronavi-
rus incuriosisce e stupisce gli addetti ai lavori per gli im-
provvisi e imprevedibili cambiamenti comportamentali.

I TGEV del suino, perdendo 200 aminoacidi della gli-
coproteina S, non ¢ pit in grado di replicare nell’intestino,
ma determina una patologia respiratoria e viene pertanto
rietichettato come PRCoV*2,

I coronavirus felini, a spiccato tropismo enterico, se su-
biscono mutazioni della glicoproteina S e delezioni in altri
geni (3¢ e 7b), acquisiscono la capacita di infettare i ma-
crofagi e di causare la grave forma clinica nota come peri-
tonite infettiva felina®.

11 virus della SARS dell’'uomo, derivato dal virus dello
zibetto, sembra che abbia acquisito il potere patogeno per
l'uomo dopo aver perso “solo” 29 nucleotidi’.

Anche il coronavirus del cane ha attuato la sua rivolu-
zione pato-biologica: da virus spiccatamente enterico e
scarsamente, o per niente, virulento si ¢ trasformato in un
virus con capacita di diffusione in tutti i distretti dell’orga-
nismo e con caratteri di elevata patogenicita.

Laltro aspetto che merita di essere sottolineato ¢ rappre-
sentato dal fatto che ci troviamo di fronte ad una “nuova”
malattia del cane, potenzialmente letale, i cui aspetti clinici e
diagnostici devono essere rapidamente acquisiti dai veterina-
ri. In effetti, I'evoluzione clinica dell’infezione sostenuta dal-
la variante pantropica di CCoV risulta essere molto grave e,
per alcuni versi, puo essere confusa con l'infezione da parvo-
virus: il vomito, la diarrea emorragica, la leucopenia/linfope-
nia sono comuni ad entrambe le malattie. Le lesioni anato-
mo-patologiche (la necrosi epatica, le emorragie linfonodali
e spleniche, I'enterite e la polmonite) sono invece molto si-
mili a quelle riscontrabili in soggetti deceduti per infezione
da adenovirus del cane tipo 1 (epatite infettiva).

I gravi sintomi clinici gastroenterici, le estese lesioni in
tutti gli organi, la marcata leucopenia e le caratteristiche
del patogeno responsabile conferiscono alla patologia os-
servata una cosi specifica peculiarita, da poter proporre di
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etichettarla come “canine acute lymphopenic gastroenteric
(CALG) syndrome”.

Ricerche future dovranno chiarire i meccanismi moleco-
lari responsabili del cambiamento del tropismo tissutale
del virus e, parallelamente, gli aspetti patogenetici e immu-
nologici di questa infezione.
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