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Riassunto

L'analisi di sequenza del gene M e del gene S del coronavirus del cane (CCoV) ha permesso di verificare la presenza di due
distinti genotipi di CCoV nelle feci di cuccioli con diarrea. Sono stati testati 69 campioni di feci con coppie di primers specifi-
che per i due genotipi di CCoV. Dieci campioni sono stati caratterizzati come CCoV tipo I, 6 come CCoV tipo Il, mentre nei re-
stanti 53 campioni é stata osservata la contemporanea presenza di entrambi i genotipi. Le prove di isolamento virale su colture
cellulari feline e canine hanno fornito esito positivo solo per 13 dei 69 campioni testati. La caratterizzazione mediante PCR sui
criolisati dei ceppi isolati ha messo in evidenza solo la presenza del genotipo II.

Summary

The sequence analysis of the M and S genes of canine coronavirus (CCoV) has shown the simultaneous presence of two
genotypes of CCoV in the faeces of pups. Sixty-nine samples from diarrhoeic pups have been tested with specific primers for
CCoV type | and CCoV type Il genotypes. Ten faecal samples were recognised as CCoV type I, 6 samples as CCoV/ type I, while
in 53 out of the 69 samples both the two genotypes were identified. Virus isolation attempts on both canine and feline cell li-
nes, have given positive results in 13 out of the 69 samples. Genomic characterization by PCR of the isolated CCoV strains has

revealed only the presence of CCoV type I.

INTRODUZIONE

Nella famiglia delle Coronaviridae, recentemente inclusa
nell’ordine Nzdovirales (de Vries et al., 1997; Siddel, 1995),
sono inclusi virus patogeni dei mammiferi e degli uccelli.
In base all’analisi filogenetica e alla cross reattivita antigeni-
ca i coronavirus vengono suddivisi in tre distinti cluster. 1l
gruppo antigenico I include il coronavirus del cane
(CCoV), il virus della gastroenterite trasmissibile del suino
(TGEV), il virus della diarrea epidemica del suino
(PEDV), il coronavirus respiratorio del suino (PRCoV), il
coronavirus felino tipo I e il coronavirus felino tipo 1T
(FCoVs) e il coronavirus dell’'uomo 229E (HCoV 229E).
Sono virus provvisti di envelope con un RNA a polarita po-
sitiva non segmentato di 27-32 kb (Siddel, 1995). I due ter-
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zi del genoma all’estremita 5” sono occupati dalle ORFs 1a
e 1b, P'espressione delle quali porta alla sintesi della poli-
merasi virale. Di seguito al’ORF 1b sono posizionate 8-10
ORFs piu piccole che codificano per le proteine strutturali
S, E, M, per la proteina del nucleocapside (N) e per una se-
rie di presunte proteine non strutturali (Luytjes, 1995).

La proteina S, o spike di membrana, & responsabile del-
I’adesione del virus sui recettori cellulari, della fusione vi-
rus-cellula (de Haan et al., 2000) e della induzione degli an-
ticorpi neutralizzanti (Gebauer et al., 1991). La piccola pro-
teina di membrana E, solo recentemente individuata come
una componente strutturale dei coronavirus, si ritiene sia
importante nella fase di assemblaggio dell’envelope virale
(Raamsman et al., 2000). La proteina M, la pit rappresenta-
ta tra le componenti strutturali, ¢ una glicoproteina di 111 ti-
po, costituita da un breve dominio amino-terminale esterno,
da un dominio transmembranario che attraversa tre volte la
membrana lipoproteica, e da un esteso dominio carbossi-
terminale all’interno del virione (Rottier, 1995).
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CCoV eé stato isolato per la prima volta in Germania nel
1971 da un episodio di enterite in un cane (Binn et al.,
1974). Successivamente il virus ¢& stato ripetutamente isola-
to da cuccioli con diarrea e le indagini sierologiche hanno
dimostrato una distribuzione cosmopolita dell’infezione,
con una percentuale piu elevata nei canili (Appel et al.,
1979; Bandai et al., 1999; Carmichael & Binn, 1981; Marsi-
lio et al., 2002; Tennant et al., 1993; Pratelli et al., 1999a).

La patologia indotta da CCoV presenta ancora dei lati
oscuri. CCoV ¢ responsabile di enteriti di diversa gravita in
cuccioli di eta compresa tra 6 €12 settimane, probabilmen-
te in coincidenza del calo degli anticorpi materni. Nei cuc-
cioli & responsabile di vomito e diarrea, anoressia, disidra-
tazione e talvolta morte. Il virus replica negli enterociti e la
sua escrezione con le feci pud protrarsi fino a 150 giorni
post infezione (Pratelli et al., 2001a; Pratelli et al., 2002a).

La diagnosi sierologica pud essere effettuata con la sie-
roneutralizzazione (SN), il test Elisa e con il western blot-
ting (Elia et al., 2002; Pratelli et al., 2002b). La SN ha rive-
lato una bassa sensibilita quando confrontata con I’Elisa e
il western blotting. Quest’ultimo test, oltre ad una elevata
sensibilita e specificita, permette di valutare la diversa
reattivita di un siero nei confronti delle proteine di CCoV.

La diagnosi virologica, oltre che con esami al microsco-
pio elettronico, puo essere effettuata con I'isolamento su
colture cellulari e con la PCR. CCoV ¢ tuttavia un virus
che poco si adatta alla replicazione iz vitro (Pratelli et al.,
2000; Tennant et al., 1994), e questo spiegherebbe il limi-
tato numero di ceppi CCoV isolati e le scarse conoscenze
attualmente disponibili sulla patogenesi e sulle proprieta
antigeniche e genomiche del virus.

Recentemente ¢ stato messo a punto un test PCR per la
ricerca di CCoV nei campioni di feci (Pratelli et al.,
1999b). La regione amplificata & un frammento del gene
che codifica per la proteina M di CCoV che si estende dal
nucleotide 337 al 726. Secondo il modello classico descrit-
to per la proteina (Risco et al., 1995), il frammento analiz-
zato corrisponde alla parte terminale del terzo dominio in-
tramembranario e al primo segmento del dominio interno
carbossiterminale. Il test PCR, rivelatosi molto sensibile e
specifico, ha permesso di acquisire importanti informazio-
ni di tipo epidemiologico sulla reale diffusione dell’infe-
zione da CCoV nella popolazione canina e sulle caratteri-
stiche genomiche di questo virus. Recentemente, I’analisi
di sequenza di CCoV estratto dai campioni di feci di cuc-
cioli con diarrea ha messo in evidenza sostituzioni nucleo-
tidiche multiple nel frammento del gene M (Pratelli et al.,
2001b). Inoltre, I'analisi della sequenza del frammento del
gene M di CCoVs identificati nelle feci di due cuccioli che
hanno presentato una escrezione prolungata di virus, ha
messo in evidenza un drift genetico verso la sequenza di
FCoVs tipo II. Questa osservazione ha fatto ipotizzare
che: (i) i cani fossero infetti con una popolazione mista di
CCoVs geneticamente differenti; (ii) i virus identificati nel-
le feci di questi due cuccioli rappresentassero il frutto di
processi di ricombinazione o mutazione (Pratelli et al.,
2002a). Successivamente, ’analisi completa del gene M e
di porzioni del gene della polimerasi, po/la e po/1b, di di-
versi campioni di feci raccolti da cuccioli con diarrea, ha
confermato |'esistenza di due clusters separati di CCoV. Il
primo cluster include virus con caratteristiche analoghe ai
ceppi CCoV di referenza (Insavc e K378), I'altro invece

racchiude virus che segregano insieme a FCoVs e che pro-
babilmente rappresentano un outlier distinto (Pratelli et
al., 2003a). Questi dati preliminari sono stati ulteriormen-
te confermati dall’analisi del gene S che ha dimostrato ine-
quivocabilmente la esistenza nel cane di un nuovo genoti-
po di CCoV. Lanalisi di sequenza del gene S del nuovo ge-
notipo virale ha rivelato una bassa identita nucleotidica
(61%) e aminoacidica (54%) con i ceppi CCoV di refe-
renza e, al contrario, una elevata identita nucleotidica
(77%) e aminoacidica (81,7%) con FCoV tipo 1. Sulla ba-
se di questa stretta identita con FCoV tipo I, il nuovo ge-
notipo ¢ stato indicato come CCoV tipo I, mentre quello
“classico” come CCoV tipo II (Pratelli et al., 2003b).

Laspetto piu intrigante dell’intera questione & tuttavia
emerso da alcuni risultati preliminari che indicavano la
contemporanea presenza di CCoV tipo I e II nello stesso
soggetto. Volendo approfondire e confermare questo dato,
¢ stata effettuata un’indagine virologica mirata su diversi
campioni di feci di cuccioli con diarrea.

MATERIALI E METODI
Campioni

Lindagine & stata effettuata su 69 campioni di feci rac-
colti da cuccioli di eta compresa tra 6 e 12 mesi e di diver-
se regioni d’Italia. Tutti i cuccioli testati presentavano sin-
tomi di gastroenterite acuta di diversa entita e in alcuni
soggetti era di tipo emorragico. I campioni risultati positi-
vi al test PCR per CCoV (Pratelli et al., 1999b) e negativi
al test di emoagglutinazione per parvovirus tipo 2 (CPV2),
erano stati conservati a —70°C fino al momento dell’esame.

Isolamento su colture cellulari

Sono state utilizzate le seguenti linee cellulari: cellule in
linea continua di fibroma di cane A-72 e cellule in linea
continua di feto di gatto fcwf-4. I campioni di feci sono
stati omogenati al 10% in D-MEM contenente antibiotici
(5000 UI/ml penicillina, 2500 pg/ml streptomicina, 10
pg/ml anfotericina), centrifugati a 4000 x g per 20 min a
+4°C e i surnatanti sono stati utilizzati per inoculare i mo-
nostrati cellulari. Le colture cellulari sono state incubate a
37°C in termostato a CO, ed osservate quotidianamente
per 'eventuale comparsa di effetto citopatico (ecp). Dopo
5 giorni di incubazione & stato effettuato il test di immu-
nofluorescenza indiretta (IFI) utilizzando anticorpi mono-
clonali specifici (MoAbs) per coronavirus.

Test PCR per CCoV

Lestrazione dell’ RNA virale dai campioni di feci ¢ stata
effettuata utilizzando il kit commerciale RNeasy kit (Qza-
gen GmbH, Germany). Tutti i campioni sono stati testati
per la ricerca di CCoV tipo I e CCoV tipo II analizzando
frammenti del gene M e del gene S dei due virus. La PCR
¢ stata anche effettuata sui criolisati del terzo passaggio su
colture cellulari degli stipiti isolati. 'RNA virale & stato
trascritto con primers random e la MuLV RT (Applied Bio-



systems, Roma, Italy). La sequenza e la posizione delle di-
verse coppie di primers utilizzate per le diverse PCR sono
riportate nella Tabella 1.

PCR per CCoV tipo I

La PCR ¢ stata effettuata utilizzando due diverse coppie
di primers. La prima coppia, CCoV1a-CCoV2, amplifica
selettivamente un frammento di 239 bp del gene M di
CCoV tipo I (Pratelli et al., 2002¢). L’amplificazione ¢ sta-
ta effettuata con AmpliTaq DNA polymerase (Applied Bio-
systems, Roma, Italy) utilizzando 35 cicli (94°C per 1 min,
55°C per 1 min e 72°C per 1 min).

La seconda coppia di primers, EL1IF-EL1R, che ampli-
fica un frammento di 346 bp del gene S, ¢ stata selezionata
in una regione conservata del ceppo Elmo/02 di CCoV ti-
po I (Pratelli et al., 2003b). La reazione di PCR ¢ stata
condotta per 40 cicli (94°C per 1 min, 55°C per 1 min e
72°C per 1 min).

PCR per CCoV tipo II

La coppia di primers Can1F-CCoV2, che amplifica selet-
tivamente un frammento di 202 bp del gene M di CCoV ti-
po 11, ¢ stata selezionata sulla base dei 7zzsmzatch tra CCoVs
tipo IT e CCoV tipo I di referenza, ceppo 259/01 (Pratelli et
al., 2003a). Lamplificazione ¢ stata effettuata con 35 cicli
(94°C per 1 min, 55°C per 1 min e 72°C per 1 min).
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I primers S5-S6 sono stati selezionati in base all’'omolo-
gia di sequenza del gene S di diversi stipiti CCoV 1I di re-
ferenza (Insavc, K378, C54, 5821) estrapolati dal
DDBJ/EMBL/GeneBank. L'amplificato di 694 bp & stato
ottenuto dopo 40 cicli di amplificazione (94°C per 1 min,
55°C per 1 min e 72°C per 1 min).

Sequenziamento e analisi filogenetica

I prodotti PCR sono stati purificati attraverso colonnine
Ultrafree-DA (Amicon, Millipore, Bedford, USA) e sequen-
ziati presso la Genome Express (Grenoble - France). Per cia-
scuna regione la sequenza nucleotidica di tutti i campioni &
stata determinata in tutte e due le direzioni e almeno su due
differenti ampliconi. L’analisi di sequenza & stata eseguita
utilizzando gli strumenti di analisi del'NCBI (National Cen-
ter for Biotechnologies and Information) e del’EMBL (Euro-
pean Molecular Biology Laboratories). Lanalisi filogenetica &
stata effettuata con il programma MEGA, versione 2.1 (Ku-
mar et al., 2001). I dendrogrammi sono stati realizzati utiliz-
zando il metodo della parsimonia ed effettuando un boot-
strapping in 100 repliche per fornire un supporto statistico.

I numeri di accesso e i riferimenti bibliografici delle se-
quenze dei geni M e S utilizzate nel presente studio sono
riportate in Tabella 2.

Tabella 1
Sequenza e posizione dei primers utilizzati nel presente studio
Primer Gene Virus Sequenza 5’ verso 3’ Senso Posizione Amplificato
CCoV1a°® M CCoV tipo | GTGCTTCCTCTTGAAGGTACA + 6900-6920 239 bp
CCoV2* TCTGTTGAGTAATCACCAGCT - 7118-71382
EL1F S CCoV tipo | CAAGTTGACCGTCTTATTACTGGTAG + 3469-3494> 346 bp
EL1R TCATATACGTACCATTATAGCTGAAGA - 3788-3814°
Can1F M CCoV tipo Il TAACATTGCTCTCAGGGAATTTG + 6937-6959° 202 bp
CCoV2* TCTGTTGAGTAATCACCAGCT - 7118-7138°
S5 S CCoV tipo Il TGCATTTGTGTCTCAGACTT + 3545-3565° 694 bp
S6 CCAAGGCCATTTTACATAAG - 4219-4238°
°Pratelli et al., 2002c.
*Pratelli et al., 1999b.
2 La posizione dei primers ¢ riferita alla sequenza di CCoV ceppo Insavc (numero di accesso: D13096).
® La posizione dei primers & riferita alla sequenza di FCoV tipo | ceppo UCD1 (numero di accesso: AB088222).
Tabella 2a Tabella 2b

Numeri di accesso del gene M dei ceppi utilizzati
nel presente studio

Ceppo Numero di accesso Bibliografia
Insavc D13096 (Horsburgh et al., 1992)
K 378* / /

UcD1 AB086902 (Motokawa et al., 1996)
Black AB086903 (Motokawa et al., 1996)
79-1146 AF326575 (de Groot et al., 1987)
79-1683 AB086904 (Motokawa et al., 1996)
259/01 AF502583 (Pratelli et al., 2003a)

*Non indicato in GenBank.

Numeri di accesso del gene S dei ceppi utilizzati
nel presente studio

Ceppo Numero di accesso Bibliografia

Insavc D13096 (Horsburgh et al., 1992)
K378 X77047 (Wesseling et al., 1994)
ucD1 AB088222 (Motokawa et al., 1996)
Black AB088223 (Motokawa et al., 1996)
79-1146 X06170 (de Groot et al., 1987)
79-1683 X80799 (Lewis, direct submission)
Elmo/02 AY170345 (Pratelli et al., 2003b)
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RISULTATI

Le prove di PCR per la caratterizzazione di CCoV tipo |
sono risultate positive in 10 campioni (14,49%), fornendo
un amplificato PCR atteso di 239 bp con la coppia di pri-
mers CCoV1a-CCoV2 del gene M, e un amplificato di 346
bp con la coppia di primers EL1F-EL1R che amplifica un
frammento del gene S.

I test PCR effettuati con le coppie di primers Can1F-
CCoV2 (202bp) e S5-S6 (694bp) che amplificano selettiva-
mente il gene M e il gene S di CCoV tipo 11, sono risultati
positivi per 6 campioni testati (8,69%) (Fig. 1). CCoV tipo
I e CCoV tipo II sono stati identificati in 53 dei 69 cam-
pioni testati (76,8%).

I monostrati di cellule A-72 e fewf-4 inoculati con tredi-
ci campioni sono risultati positivi al test IFI per CCoV
(Fig. 2) e hanno sviluppato un ecp riconducibile a CCoV.
Lanalisi mediante PCR di tutti i campioni da cui ¢ stato
possibile isolare CCoV, ha evidenziato la contemporanea
presenza di entrambi i genotipi. Tuttavia, le prove di PCR
effettuate sui criolisati del terzo passaggio seriale sulle col-
ture cellulari di questi campioni hanno fornito esito positi-
vo solo per CCoV tipo II evidenziando quindi la mancata
crescita 72 vitro di CCoV tipo L.

Lanalisi filogenetica delle sequenze nucleotidiche del
gene M e del gene S dei ceppi CCoV tipo I ha chiaramente
evidenziato che i campioni amplificati non vengono rag-
gruppati con i ceppi CCoV tipo II (CCoVs classici), ma

FIGURA 1 - PCR differenziale sul gene M e gene S di CCoV tipo | e
CCoV tipo II. Linee 1 e 4: marker Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder (Fer-
mentas GmbH, Germania). Linea 2: gene M di CCoV tipo | (239 bp). Li-
nea 3: gene M di CCoV tipo Il (202 bp). Linea 5: gene S di CCoV tipo |
(346 bp). Linea 6: gene S di CCoV tipo Il (694 bp).

segregano con il nuovo genotipo CCoV tipo I, e in parti-
colare con il ceppo 259/01 per quanto concerne il gene M
(Pratelli et al., 2003a) e con il ceppo Elmo/02 per il gene S
(Pratelli et al., 2003b) (Fig. 3A).

FIGURA 2 - Cellule A-72 infette con CCoV: immunofluorescenza con an-
ticorpo monoclonale.
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FIGURA 3 - Dendrogrammi ottenuti con il metodo della parsimonia da
frammenti del gene S di stipiti CCoV tipo | (R) e CCoV tipo Il (B) pre-
senti simultaneamente nei campioni di feci. (A) Frammento di 346 bp
del gene S degli stipiti CCoV tipo I (primers EL1F-ELTR). (B) Frammen-
to di 694 bp del gene S degli stipiti CCoV tipo Il (primers S5-S6). | valo-
ri di bootstrap non sono riportati. In grassetto sono indicati i campioni
di feci nei quali sono stati evidenziati entrambi i genotipi di CCoV.



Secondo quanto atteso I'analisi filogenetica delle se-
quenze nucleotidiche dei frammenti del gene M e del gene
S dei ceppi CCoV tipo 11, ha evidenziato la stretta identita
delle regioni amplificate con i ceppi CCoV tipo II e FCoV
tipo II (Fig. 3B).

DISCUSSIONE

I risultati di indagini sierologiche effettuate nei canili e
negli allevamenti (Pratelli et al., 2002b; Tennant et al.,
1993) e i recenti dati di diagnosi virologica ottenuti con la
PCR (Pratelli et al., 2000) indicano che l'infezione da
CCoV ¢ ampiamente diffusa nella popolazione canina e
che, molto spesso, ¢ responsabile di episodi di enterite pit
o meno gravi. Tuttavia la diffusione di CCoV ¢ stata per
molto tempo sottostimata e al virus & stato attribuito un
ruolo di scarsa importanza nel determinismo delle ga-
stroenteriti a causa del ridotto numero di isolamenti virali
da campioni di feci di cani con diarrea (Pratelli et al.,
2000). Indagini recenti hanno messo in evidenza una ele-
vata variabilita genomica di CCoV, sia attraverso analisi
del gene M che del gene S (Pratelli et al., 2001b; 2002a;
2003a; 2003b). Analoghe variazioni sono state osservate in
altri coronavirus appartenenti allo stesso gruppo antigeni-
co nei quali sono state spesso individuate delezioni e ri-
combinazioni che rappresentano un chiaro segnale dell’e-
voluzione genetica dei virus a RNA come i coronavirus.
Ad esempio, la proteina S di PEDV ha caratteristiche in-
termedie tra TGEV e HCoV-229E (Kocherhans et al.,
2001), mentre la glicoproteina S di PRCoV ¢& strettamente
correlata a quella di TGEV, ma presenta una estesa dele-
zione, oltre 200 aminoacidi, all’estremita N-terminale re-
sponsabile della diversa patogenicita e diverso tropismo
dei due virus (Vaughn et al., 1994). Anche nell’ambito dei
coronavirus felini, & stata osservata un’ampia variabilita, al
punto che si riconoscono due sierotipi, FCoV tipo I e
FCoV tipo II. 1l sierotipo II ¢ il risultato di un processo di
ricombinazione tra CCoV tipo II e FCoV tipo I a livello
del gene M, del gene S e del gene della polimerasi (Her-
rewehg et al., 1998). CCoV tipo II (“classico”) & un virus
notoriamente correlato con FCoV tipo II, con TGEV e
PRCoV, ma estremamente divergente da FCoV tipo I,
PEDV e HCoV-229E (Wesseling et al., 1994). Il nuovo ge-
notipo di CCoV risulta essere molto simile a FCoV tipo I
(Pratelli et al., 2003b). L'indagine virologica effettuata nel
presente studio conferma la presenza di questo nuovo e
distinto genotipo di CCoV nelle feci di cani con diarrea.
Di particolare rilievo & I'osservazione che I'infezione da
CCoV nel cane & quasi sempre conseguenza di una dupli-
ce infezione da parte di CCoV tipo I e CCoV tipo II: 53
campioni dei 69 testati sono infatti risultati positivi ad en-
trambi i virus. Sono state anche confermate precedenti os-
servazioni circa la difficile adattabilita alla coltivazione 7
vitro di CCoV (Pratelli et al., 2000), dal momento che solo
13 campioni sono stati isolati su colture cellulari. E inte-
ressante notare che tutti gli isolati sulle cellule sono stati
caratterizzati come CCoV tipo II e questo conferma quan-
to osservato a proposito di FCoV tipo I che cresce con
estrema difficolta 77z vitro rispetto a FCoV tipo II (Peder-
sen et al., 1984). Il mancato isolamento di CCoV tipo I
rende sicuramente pitt complessi gli studi su questo nuovo
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genotipo ed impedisce, al momento, di rispondere a tanti
quesiti. Perché CCoV 1 e II infettano contemporaneamen-
te il cane? Qual ¢ P'esatto ruolo patogeno di entrambi i ge-
notipi? Qual ¢ la risposta immunitaria verso il nuovo ge-
notipo? L'immunita ¢ omotipica? ecc...

Gli aspetti non chiari sono ancora tanti, forse troppi,
ma comprendere la biologia dell'infezione da CCoV puo
risultare di cruciale importanza sia per la profilassi di que-
sta infezione nel cane, sia, soprattutto, per fornire un mo-
dello per lo studio delle infezioni da coronavirus, sicura-
mente pitl gravi, che recentemente hanno colpito I'uomo.
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