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Riassunto

Vengono riportati i risultati di un’indagine virologica su campioni di feci di cani con enterite. Sono stati esaminati complessi-
vamente 223 campioni utilizzando il Microscopio Elettronico (ME), il test di emoagglutinazione (EA) per il parvovirus del cane
(CPV-2), prove di isolamento su colture cellulari e la nested-Polymerase Chain Reaction (n-PCR) per il coronavirus del cane

(CCV).

CPV-2 & stato messo in evidenza in 82 campioni, mentre CCV & stato evidenziato in 30 campioni su 71 esaminati. Due cam-
pioni sono risultati positivi per rotavirus. Lesame al ME ha evidenziato in due campioni la presenza di particelle virali enterovi-

rus-like.

Summary

The results of a virological research on faecal samples from dogs with enteritis are reported. 223 samples have been exa-
mined using Electron Microscopy (EM), haemoagglutination test (EA) for canine parvovirus (CPV-2), isolation on cell colture
and the nested-Polymerase Chain Reaction (n-PCR) for canine coronavirus (CCV).

82 samples resulted positive for CPV-2. 30 samples out of 71 resulted positive for CCV, and 2 for rotavirus. EM also revea-

led in two samples viral particles enterovirus-like.

INTRODUZIONE

Lisolamento di un coronavirus dalle feci di cani affetti
da enterite nel 1971 in Germania! ha suscitato i primi inte-
ressi nei confronti dei virus patogeni intestinali del cane.
Le ricerche sulle enteriti virali si sono poi intensificate a
partire dal 1978, a seguito della comparsa di numerosi
focolai di gastroenterite nei cuccioli, riconducibili alla dif-
fusione di un nuovo parvovirus del cane, CPV-22,

Attualmente i virus sono riconosciuti come una delle
pitt comuni cause di sindrome gastroenterica nel cane.
CPV-2, il coronavirus (CCV) e i rotavirus sono considerati
i patogeni pit importanti, mentre adenovirus, astrovirus,
calicivirus, enterovirus e parainfluenzavirus sono stati
segnalati solo occasionalmente’.

CPV-2, cosi denominato per distinguerlo dal parvovirus
tipo 1 isolato nel 1967 da Binn*, puo determinare una
forma miocardica in cuccioli di 2-4 settimane di eta, privi
di anticorpi specifici, mentre in cuccioli di eta pit adulta
determina una grave forma enterica’.

11 ruolo di CCV come agente eziologico di enterite nel
cane non ¢ ancora ben definito anche se studi sierologici
evidenziano percentuali di sieropositivita talora assai ele-
vate®. L'infezione da CCV determina generalmente forme
asintomatiche negli adulti, mentre i cuccioli possono esse-
re colpiti in modo grave con comparsa di diarrea e vomito,
sovente per il sovrapporsi di forme batteriche, parassitarie
o di concomitanti infezioni virali’.

I rotavirus sono la principale causa di diarrea neonatale
nell’'uomo e negli animali. Nel cane le segnalazioni di isola-
mento di rotavirus in corso di forme diarroiche sono inve-
ce limitate® * '° e il ruolo di questi virus ¢ considerato di
scarsa importanza. Indagini sierologiche hanno tuttavia
evidenziato presenza di anticorpi nella maggior parte dei
cani adulti''. ’infezione da rotavirus nel cane di solito ha
decorso subclinico o causa forme lievi di diarrea, accom-
pagnate da anoressia e vomito, per lo pitt nei cuccioli di
eta inferiore a 2 settimane’.

In corso di gastroenteriti sono stati descritti diversi altri
virus. Particelle Astrovirus-like sono state frequentemente
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ritrovate in feci di cani sani nonché di cani affetti da diar-
rea'> 14, Benché gli astrovirus siano gia noti come pato-
geni intestinali del suino e dell’'uomo?®, la loro effettiva
patogenicita nel cane non ¢ stata ancora dimostrata.

Un virus morfologicamente simile ai calicivirus & stato
in pit occasioni isolato da cani affetti da diarrea, delle
volte in associazione con altre infezioni virali'® 718,

Losservazione su larga scala al ME di campioni di feci
ha permesso di evidenziare inoltre particelle papovavirus-
like, torovirus-like, picornavirus-like", paramixovirus e
adenovirus'.

Nella presente nota si riportano i risultati di indagini
virologiche condotte su campioni di feci di cuccioli con
enterite.

MATERIALI E METODI
Campioni

Sono stati esaminati complessivamente 223 campioni di
feci di cuccioli con enterite raccolti in diverse province del
sud Italia e del nord Italia, nonché da cani importati

dall’'Ungheria.

Esami al ME

Losservazione al ME ¢ stata effettuata su 115 campioni.
Ogni campione & stato sospeso in acqua distillata (10%
p/v) e immediatamente omogeneizzato. Dopo due cicli di
congelamento e scongelamento, il campione & stato centri-
fugato a 4000 x g per 20’ e a 9300 x g per 10’. Una aliquo-
ta (85 pl) del surnatante ¢& stata quindi ultracentrifugata in
Airfuge Beckman per 15’ a 21 psi (82000 x g) utilizzando
un rotore A 100 con specifici adattatori per una griglia di
3 mm che consente di pellettare direttamente le particelle
virali su griglie di rame rivestite di Formvar e carbonate.
La colorazione negativa del preparato ¢ stata realizzata uti-
lizzando il sale sodico dell’acido fosfotungstico al 2% (pH
6,8). Per 'osservazione ¢ stato utilizzato il ME a trasmis-
sione Philips CM 10 a 80 kV da 19000 a 39000 ingrandi-
menti.

Test EA

Su tutti i campioni di feci (223) ¢ stata effettuata la
ricerca di CPV-2 utilizzando il test EA in presenza di glo-
buli rossi di suino all’'1%. Per la prova & stato impiegato il
surnatante di ciascun campione omogenato al 10% in D-
MEM e centrifugato a 3000 x g per 20 minuti. La lettura
dei risultati ¢ stata effettuata dopo 4 h di incubazione a
+4°C.

IEA

Tutti i campioni positivi al test EA sono stati tipizzati
come varianti CPV-2 con la tecnica IEA utilizzando 4 anti-
corpi monoclonali (MoAbs) denominati A4E3, B4A2,
C1D1, B4E1, forniti dal dr. Parrish (Cornell University -

Ithaca - New York - USA). In base alla reattivita nei con-
fronti dei MoAbs ¢ stato possibile tipizzare gli stipiti CPV
come varianti 2a o 2b?°.

Isolamento su cellule

Le prove di isolamento sono state effettuate su 157 cam-
pioni, dei quali 82 erano risultati positivi al test EA per
CPV, 2 erano risultati positivi al ME per rotavirus, 2 erano
risultati positivi al ME per enterovirus-like e 4 per CCV.
Sono state utilizzate tre diverse linee cellulari:

1) cellule in linea continua di fibroma di cane: A-72.

2) cellule in linea continua di rene di cane: Madin

Darby Canine Kidney (MDCK).

3) cellule in linea continua di rene di scimmia: MA-104.

I campioni di feci sono stati omogenati al 10% in D-
MEM contenente antibiotici (5000Ul/ml penicillina, 2500
Mg/ml streptomicina, 10 plg/ml anfotericina), e quindi cen-
trifugati a 3000 x g per 20" a +4°C. Il surnatante & stato
utilizzato per inoculare le cellule.

Per I'isolamento di CPV-2 e CCV sono state utilizzate le
cellule A-72.

Per I'isolamento di rotavirus sono stati utilizzati mono-
strati di cellule MA-104 di 24 ore inoculate con il surna-
tante delle feci diluito 1:2 in D-MEM contenente 1000
Hg/ml di tripsina. Dopo 60’ di adsorbimento a 37°C, ai
monostrati cellulari ¢ stato aggiunto D-MEM arricchito
con I'1% di siero fetale bovino e 5 pg/ml di tripsina.

Le prove di isolamento per enterovirus-like sono state
effettuate sulle cellule MDCK.

Test IFI

Lidentificazione degli stipiti CPV-2, CCV e rotavirus &
stata effettuata con il test IFI utilizzando un siero di cane
monospecifico per CPV-2, MoAbs per CCV e un siero
iperimmune di coniglio per rotavirus.

nested-PCR

Per la ricerca di CCV nelle feci ¢ stato impiegato un test
n-PCR messo a punto recentemente?!,

I campioni di feci (n.71) sono stati diluiti 1:100 in PBS e
quindi centrifugati per 5’ a 8000 x g. L'estrazione
del’RNA genomico ¢ stata effettuata con il kit RNeasy
total RNA Kit (Qiagen GmbH — Germany) a partire da 1
ml del surnatante. La sequenza target scelta per 'amplifi-
cazione & un segmento del gene che codifica per la protei-
na transmembranaria M di CCV. Per la sintesi del c-DNA
¢ stato utilizzato il primer antisense CCV2, e la reazione di
retrotrascrizione & stata condotta a 37°C per 30’ con una
fase finale di 94°C per 5’.

La PCR, utilizzando il primer sense CCV1, ha previsto
34 cicli di amplificazione: denaturazione a 94°C per 1’,
allineamento a 55°C per 1’ e polimerizzazione a 72°C per
3’. Per la n-PCR 20 pl della diluizione 1:100 del primo
amplificato sono stati sottoposti al secondo ciclo di ampli-
ficazione utilizzando il primer CCV2 e il primer interno
CCV3 e mantenendo le stesse procedure di ciclizzazione.



RISULTATI

Nella Tabella 1 sono riportati i risultati riassuntivi degli
esami di laboratorio eseguiti sui campioni di feci.

Losservazione al ME ha permesso di evidenziare particelle
virali morfologicamente riconducibili a parvovirus (Fig. 1) in
35 campioni sui 115 esaminati. In 4 campioni sono state evi-
denziate particelle virali pleomorfe di 90-120 nm di diametro
con spzkes tipici dei coronavirus (Fig. 2). In 2 campioni sono
stati evidenziati rotavirus (Fig. 3) e in altri 2 campioni sono
state osservate particelle virali enzerovirus-like.

Nelle prove di EA per CPV-2 sono risultati positivi 82
campioni che mediante tipizzazione con i MoAbs sono stati
identificati come variante 2a (68 stipiti) e variante 2b (14 sti-
piti). Al riguardo si fa presente che la variante CPV-2b ¢ stata
messa in evidenza solo in alcuni campioni prelevati in Puglia.

Le prove di isolamento su cellule hanno permesso di
isolare oltre agli 82 stipiti CPV-2, anche 3 stipiti CCV
(Figg. 4 A e B) e 2 stipiti rotavirus (Figg. 5 A e B).

Lidentificazione mediante il test IFI degli stipiti isolati ha
fornito i risultati attesi. Nelle cellule A-72 inoculate con gli
stipiti CPV-2 & stata evidenziata una tipica fluorescenza intra-
nucleare (Fig. 6), mentre nelle cellule A-72 e MA-104 inocu-

Tabella 1
Risultati degli esami di laboratorio su feci di cani con gastroenterite

EA ME ISOLAMENTO n-PCR

N. CAMPIONI

ESAMINATI 223 115 157 71
CPV-2 82 35 82 NE
CCV NE 4 3 30
ROTAVIRUS NE 2 2 NE
ENTERO-LIKE

VIRUS NE 2 0 NE
Legenda:

EA: Emoagglutinazione

ME: Microscopio Elettronico

ISOLAMENTO: Cellule A-72, MDCK, MA-104
n-PCR: Nested-Polymerase Chain Reaction
NE: Non Eseguito

FIGURA 2 - Coronavirus del cane al ME. Colorazione negativa. Barra
100 nm.
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late rispettivamente con i coronavirus e con i rotavirus ¢ stata
evidenziata una fluorescenza citoplasmatica (Figg. 7 e 8).

Secondo quanto atteso, 'amplificato & risultato di gran-
dezza pari a 230 bp. Sono risultati positivi per CCV 30
campioni sui 71 esaminati (Fig. 9).

DISCUSSIONE

I risultati dell'indagine effettuata hanno ulteriormente
confermato che nel determinismo delle gastroenteriti dei
cuccioli, i virus svolgono un ruolo fondamentale e rappre-
sentano gli agenti patogeni di pit frequente riscontro.

Oltre alla evidenziazione di CPV-2 in una percentuale
elevata di campioni di feci (82/223), & interessante il dato
relativo all’isolamento di rotavirus da due campioni di feci
di cuccioli con gravi sintomi di gastroenterite.

Tra le metodiche utilizzate per la diagnosi eziologica, le
prove di isolamento su cellule, che notoriamente risultano
lunghe e laboriose, per alcuni patogeni quali CCV non
sembrano costituire un metodo sensibile. In effetti CCV &
stato isolato solo da 3 campioni sui 30 risultati positivi in n-
PCR. Questo dato, che comunque richiede ulteriori

FIGURA 1 - Particelle virali di parvovirus del cane al ME. Colorazione
negativa. Barra: 100 nm.

FIGURA 3 - Particelle virali di rotavirus del cane. Colorazione negativa.
Barra: 100 nm.
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Figura 4A

T

Figura 4B

FIGURA 4 - (R) Monostrato di cellule A-72 di controllo. (B) Monostrato
di cellule A-72 con ecp da CCV.

Figura 5A

Figura 5B

FIGURA & - (R) Monostrato di cellule MA104 di controllo. (B)
Monostrato di cellule MA104 con ecp da rotavirus.

FIGURA 6 - Cellule A-72 infettate con CPV-2. Fluorescenza intranucleare.

approfondimenti e conferme, permette di fare alcune con-
siderazioni di tipo virologico ed epidemiologico. La scarsa
sensibilita del test di isolamento su cellule per CCV rispet-
to alle prove di PCR pud essere attribuito al fatto che
CCV si denatura con estrema facilita nell’ambiente
esterno? e quindi il campione puo risultare falso negativo.
Viene quindi ulteriormente confermato che I'isolamento
su cellule non puo essere utilizzato come test di elezione
per la ricerca di CCV.

FIGURA 7 - Cellule A-72 infettate con CCV. Fluorescenza intracitopla-
smatica.

Risulta inoltre evidente che la diffusione di CCV nella
popolazione canina finora ¢ stata sicuramente sottostimata
e che a questo virus ¢€ stato attribuito un ruolo di scarsa
importanza nel determinismo delle gastroenteriti in quan-
to, a fronte di elevate percentuali di positivita sierologica®,
gli isolamenti di CCV da campioni di feci erano scarsi. Alla
luce dei risultati della presente indagine, CCV puo essere
invece ritenuto oltre che un patogeno molto diffuso anche
un importante agente causale di gastroenterite del cane.



FIGURA 8 - Cellule MA104 infettate con rotavirus. Fluorescenza intraci-
toplasmatica.

1 2 3 4

FIGURA 9 - n-PCR per CCV. Linea 1: marker (Gene Ruler™ 100 bp DNA
Ladder Plus, Fermentas); Linea 2 e 3: campioni positivi (230 bp); Linea
4: controllo negativo.
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Parole chiave

Cane, enterite, parvovirus, coronavirus, rotavirus.

Key words
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Abbreviazioni

CPV-2: canine parvovirus type 2. CCV: canine coronavi-
rus. ME: microscopio elettronico. EA: emoagglutinazione.
D-MEM: Dulbecco-Minimal Essential Medium. IEA:
Inibizione dell’Emoagglutinazione. IFI: immunofluore-
scenza indiretta. n-PCR: nested-polymerase chain reaction.
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