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SUMMARY
The authors report the results of the virological and sero-
logical investigations for the detection of canine respira-
tory coronavirus (CRCoV) in Italy. Of a total of 109 lung 
samples analysed by RT-PCR only one sample tested po-
sitive for CRCoV RNA, that had been collected from a 
dog infected simultaneously by  canine parvovirus type 
2 and canine coronavirus. Sequence analysis of the RT-
PCR product revealed a strict relationship between the 
Italian strain and CRCoV strain T101, recently isolated 
in United Kingdom. By means of an ELISA test, carried 
out on 216 dog sera collected between 1994 and 2006, 
CRCoV antibodies were found only in samples collected 
in 2005 (23/60) and 2006 (19/71).
Key words: Canine respiratory coronavirus; Italy; ELI-
SA; RT-PCR; sequence analysis.

INTRODUZIONE

I coronavirus sono inclusi nella famiglia Coronaviridae
e sono responsabili di forme respiratorie e/o intestinali 
nei mammiferi e negli uccelli. Sono virus a simmetria 
elicoidale, provvisti di envelope e di RNA monocatena-
rio a polarità positiva. In base all’analisi filogenetica e 
alla cross-reattività antigenica, i coronavirus vengono 
distinti in tre diversi cluster(5), anche se recentemente è 
stato identificato un nuovo gruppo costituito dal corona-
virus della SARS (SARS-CoV) e dai coronavirus SARS-
correlati.(8)

All’interno di ciascun cluster, i coronavirus vengono 
classificati in base al loro ospite naturale, alla sequen-
za nucleotidica dell’RNA genomico ed alle correlazioni 
sierologiche. Nel cane si riconoscono attualmente tre 
differenti genotipi di coronavirus.(7,12)

I coronavirus del cane (CCoV) tipo I e II, inclusi nel grup-
po antigenico 1, sono responsabili di forme gastroente-
riche ad esito solitamente benigno. Recentemente, Erles 
e collaboratori(7) hanno identificato, in cani affetti da 
sintomatologia respiratoria (tosse dei canili o sindrome 
respiratoria dei cani, CIRD), un nuovo coronavirus, de-
nominato coronavirus respiratorio del cane (CRCoV). 
L’analisi di sequenza della polimerasi ha permesso di 
includere CRCoV nei coronavirus di gruppo 2 ed ha 
evidenziato una correlazione genetica del 98.8% con il 
coronavirus bovino (BCoV) e del 98.4% con il coronavi-
rus umano (HCoV) OC43.(7)

Al momento, CRCoV è stato identificato, oltre che nel 
Regno Unito(7), in Canada(4) e Giappone(10); indagini 
sierologiche hanno tuttavia dimostrato una attiva circo-
lazione del virus negli Stati Uniti ed in Grecia.(13)



24Bollettino AIVPA Anno 2007/1

Nel presente studio vengono riportati i risultati di inda-
gini sierologiche e virologiche per CRCoV effettuate in 
Italia.

MATERIALI E METODI

Test RT-PCR per CRCoV
Sono stati analizzati 109 campioni di polmone prele-
vati da carcasse di cani sottoposti ad accertamenti di 
laboratorio di routine. L’RNA virale è stato estratto da 
ciascun campione subito dopo il prelievo, utilizzando 
il kit commerciale QIAamp® RNeasy Mini Kit (Qiagen 
S.p.a., Milano), seguendo le istruzioni della casa pro-
duttrice, e ciascun estratto è stato conservato a –80°C 
fino al suo utilizzo. L’RNA estratto è stato diluito in 50 
μl di acqua RNasi-free. La reazione di RT-PCR è stata 
eseguita utilizzando i primer SP1 (CTTATAAGTGCCCC-
CAAACTAAAT) SP2 (CCTACTGTGAGATCACATGTT-
TG) in grado di amplificare un frammento di 622 bp 
del gene S di CRCoV.(7)

L’amplificazione è stata effettuata con il kit SuperScriptTM

One-Step RT-PCR for Long Templates (Life Technologies, 
Invitrogen, Milano) utilizzando il seguente protocollo 
termico: retrotrascrzione a 50°C per 30 min, inattiva-
zione della Superscript II a 94°C per 2 min, 40 cicli di 
94°C per 30 sec, 55°C per 30 sec, 68°C per 30 sec, 
e estensione finale a 68°C per 10 min. La lettura del-
la reazione è stata effettuata al transilluminatore dopo 
corsa elettroforetica su gel di agarosio all’1.5% e colo-
razione con etidio bromuro.

Isolamento virale
Per le prove di isolamento in vitro, i campioni risulta-
ti positivi in RT-PCR sono stati omogenati (10% p/v) in 
terreno minimo essenziale di Dulbecco (D-MEM), con-
tenente antibiotici (5000UI/ml penicillina, 2500 μg/ml 
streptomicina, 10 μg/ml anfotericina), e tripsina (5 
μg/ml), ed inoculati su monostrato confluente di cellule 
HRT-18 sviluppate in D-MEM addizionato con il 10% 
di siero fetale bovino (SFB). Dopo aver allontanato il 
terreno di coltura, le cellule sono state sottoposte a due 
lavaggi con D-MEM con tripsina (5 μg/ml) ed inocula-
te con l’omogenato del campione. Dopo incubazione 
a 37°C per 1 ora, l’inoculum è stato sostituito con D-
MEM contenente tripsina. Le cellule inoculate sono state 
incubate a 37°C in atmosfera modificata contenente il 
5% di CO2, osservate quotidianamente per l’eventuale 
comparsa di effetto citopatico e, dopo 3 giorni di incu-
bazione, testate in immunofluorescenza indiretta (IFI), 
utilizzando un siero di cane contenente anticorpi per 
CRCoV, e attraverso il test RT-PCR.

Ciascun campione è stato sottoposto a tre passaggi se-
riali prima di essere considerato negativo per CRCoV.

Analisi di sequenza 
L’amplificato RT-PCR del gene S del polmone 240/05 
(unico cane risultato positivo per l’RNA di CRCoV) è 
stato sottoposto ad analisi di sequenza dalla Genome 
Express (Meylan, Francia) e la sequenza ottenuta è stata 
assemblata ed analizzata utilizzando il software BioE-
dit(9) e gli strumenti di analisi dell’NCBI (htttp://www.
ncbi.nlm.nih.gov) e dell’EMBL (http://www.ebi.ac.uk). 
L’analisi filogenetica è stata effettuata utilizzando il sof-
tware MEGA3.(11)

Al frammento sequenziato è stato assegnato il numero 
di accesso DQ66240 della GenBank. Gli alberi filoge-
netici costruiti sul frammento di 595 nucleotidi del gene 
S del ceppo 240/05 sono stati elaborati usando i meto-
di neighbor-joining e massima parsimonia e fornendo 
un supporto statistico mediante bootstrapping pari a 
100. 

Test ELISA per la ricerca di anticorpi per CR-
CoV
L’indagine sierologica è stata eseguita su 216 campioni 
di siero di cane prelevati in diverse regioni italiane tra il 
1994 e il 2006. È stato eseguito il test ELISA, utilizzan-
do come antigene il ceppo BCoV 9WBL77 coltivato su 
cellule HRT-18.
Il surnatantedelle colture cellulari infette, raccolto 96 ore 
dopo l’infezione, è stato chiarificato a 3000 x g per 20 
minuti a 4°C. In ciascun pozzetto di piastre a 96 poz-
zetti (Polysorb, Nunc) sono stati deposti 100 μl di siero 
iperimmune di cavia specifico per BCoV diluito 1:500 in 
tampone carbonato [15 mM Na2CO3, 35 mM NaHCO3

(pH 9.6)]. Dopo incubazione in agitazione lenta a + 
4°C overnight, sono stati effettuati quattro lavaggi rapi-
di in soluzione salina tamponata contenente lo 0.05% di 
Tween 20 (PBS-T). In ciascun pozzetto è stata aggiunta 
la sospensione virale, (100 μl/pozzetto) diluita 1:5 in 
PBS-T con l’1% di estratto di lievito.  Dopo incubazione 
per 1 ora a 37°C sono stati effettuati altri quattro lavag-
gi. I sieri in esame sono stati diluiti 1:50 e lasciati ad 
incubare per 90 minuti a 37°C. Dopo ulteriori lavaggi, 
è stato aggiunto siero di capra anti-IgG di cane coniu-
gato con perossidasi e  lasciato ad incubare a 37°C per 
un ora.   Dopo l’aggiunta del substrato [2,2’-azino-di-
(3-ethylbenzothiazoline sulphonate), ABTS, Sigma-Al-
drich] la piastra è stata tenuta a temperatura ambiente 
per 25 minuti e, successivamente, è stata determinata la 
densità ottica a 405 nm (OD405). Il cut-off (OD<0.058) è 
stato determinato calcolando la media più tre deviazio-
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raccolti da cani risultati negativi per CRCoV al test RT-
PCR effettuato su campioni di feci e al test di virusneu-
tralizzazione effettuato sui campioni di siero.

RISULTATI

Identificazione e caratterizzazione di uno sti-
pite CRCoV
Dei 109 campioni di polmone testati, solo uno (240/05) 
è risultato positivo al test RT-PCR per  CRCoV (Fig. 1).
Il campione era stato prelevato nell’ottobre 2005 da un 
Pastore Tedesco di 60 giorni proveniente da Ostuni (BR), 
morto il giorno precedente l’esame autoptico a seguito 
di diarrea emorragica ed in assenza di sintomatologia 
respiratoria. All’esame autoptico erano state osservate 
limitate aree di broncopolmonite e grave enterite emor-
ragica con aumento di volume dei linfonodi mesenterici. 
Gli esami di laboratorio, eseguiti sul contenuto intestina-
le, avevano rilevato la concomitante presenza di CPV-
2c(2) e CCoV tipo II.(3)

Oltre al polmone, anche milza, linfonodo mesenterico 
e feci sono risultati positivi al test RT-PCR per CRCoV, 
mentre fegato, rene e midollo osseo sono risultati nega-
tivi (Fig. 1).

I campioni di organo positivi in RT-PCR inoculati su cel-
lule HRT-18 hanno fornito esito negativo al test IFI e al 
test RT-PCR per CRCoV. 
L’analisi di sequenza, effettuata sul prodotto RT-PCR otte-
nuto dal polmone 240/05, ha confermato la specificità 
dell’amplificato, evidenziando una identità nucleotidica 
del 98% rispetto all’unico stipite CRCoV (T101)(7) attual-
mente depositato in GenBank. Una elevata correlazione 
genetica (96-97%) è stata evidenziata anche con gli sti-

piti bovini ENT e Mebus e con gli stipiti umani HCoV-
OC43 e HECV-4408, mentre valori più bassi di iden-
tità nucleotidica, compresi tra il 64% ed il 74%, sono 
stati evidenziati nei confronti degli altri coronavirus di 
gruppo 2, inclusi il virus dell’epatite murina (MHV), il 
virus della sialodacrioadenite del ratto (SDAV), il virus 
emoagglutinante dell’encefalomielite suina (HEV) ed il 
coronavirus umano HCoV-HKU1, recentemente identi-
ficato.(14)

L’albero filogenetico ottenuto con il metodo neighbor-
joining mostra che lo stipite 240/05 è correlato allo 
stipite CRCoV-T101, con il quale segrega all’interno dei 
coronavirus di gruppo 2 (Fig. 2).

Una tipologia simile è stata ottenuta con il metodo della 
massima parsimonia.

Sieroprevalenza per CRCoV
Come riportato nella Tabella 1, anticorpi per CRCoV 
non sono stati evidenziati nei sieri di cane raccolti tra il 
1994 e il 2004. Negli anni 2005 e 2006, invece, sono 
stati ritrovati positivi, rispettivamente, 23 su 60 e 19 su 
71 sieri esaminati. In totale sono risultati positivi 42 sieri 
con una prevalenza del 32.5%.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
La recente identificazione di un nuovo coronavirus nel 
tratto respiratorio di cani(7) ha aperto nuovi orizzonti 
nel settore della ricerca sulle infezioni respiratorie del 
cane. Focolai di infezione da CRCoV, confermati dalla 

Fig. 1. RT-PCR per CRCoV. Corsia 1, marker GeneRuler 100bp 
DNA Ladder (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Germania); 
corsia 2, controllo positivo (BCoV stipite 9WBL77); corsie 3- 
9, organi del cane 240/05 (polmone, midollo osseo, milza, 
fegato, rene, linfonodo mesenterico, intestino); corsia 10, 
controllo negativo (polmone di cane negativo per CRCoV)
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Fig. 2. Albero filogenetico costruito con il metodo neighbor-
joining sul frammento del gene S amplificato in RT-PCR e 
su analoghe sequenze di stipiti coronavirus di riferimento. 
Lo stipite CCoV tipo II CB/05(1) è stato utilizzato come ou-
tgroup. Per ciascun nodo sono indicati i relativi valori di 
bootstrap. La barra rappresenta 10 sostituzioni per 10 po-
sizioni nucleotidiche. Gli stipiti usati con i relativi numeri 
di accesso sono: CRCoV-T101 (AY150272), BCoV-Mebus 
(U00735), BCoV-ENT (AF391541), HCoV-OC43 (Z32768), 
HCoV-HKU1 (NC_006577), HECV-4408 (L07748), HEV-
VW572 (NC_007732), SDAV-681 (AF207551), MHV-A59
(AY700211), CCoV II-CB/05 (DQ112226) 
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identificazione dell’RNA virale, sono stati segnalati in 
Inghilterra(7), Canada(4) e Giappone.(10)

Indagini sierologiche hanno evidenziato la circolazio-
ne di CRCoV in diversi Paesi, con tassi di sieropre-
valenza del 36% nel Regno Unito(13), del 30% in Ir-
landa(13), del 17.8% in Giappone(10) e del 54.7% negli 
Stati Uniti.(13)

I risultati del presente lavoro indicano che CRCoV sta 
circolando anche in Italia. Questo dato emerge sia 
dall’indagine sierologia, che ha messo in evidenza 
anticorpi specifici nella popolazione canina, sia dai 
risultati del test RT-PCR, che ha permesso di identificare 
l’acido nucleico di CRCoV in un cucciolo di 60 giorni 
di età. Le prove di isolamento su cellule HRT-18 effet-
tuate a partire da organi risultati positivi al test RT-PCR 
non hanno fornito esito positivo. Il mancato isolamen-
to di CRCoV può essere verosimilmente attribuito al 
basso titolo virale presente nei campioni o alla inatti-
vazione del virus durante il trasporto della carcassa. 
Nonostante la presenza di focolai di broncopolmonite 
evidenziati all’esame necroscopico, la morte del cuc-
ciolo non può essere inequivocabilmente ascritta alla 
infezione da CRCoV, in quanto il soggetto era contem-
poraneamente infetto da CPV-2 e CCoV. In effetti, il 
reale potere patogeno di CRCoV non è ancora noto e, 
molto probabilmente, anche in base a quanto riporta-
to(6), questo nuovo coronavirus si comporta come altri 
patogeni dell’apparato respiratorio, determinando 
l’insorgenza di sintomatologia (tosse dei canili) solo in 
particolari condizioni di stress e/o sovraffollamento o 

in presenza di altri patogeni opportunisti. L’importan-
za assunta di recente dai coronavirus nel determinismo 
di importanti patologie dell’uomo (SARS)(8) e del cane 
(CCoV antropico)(1), deve pertanto stimolare l’attenzio-
ne dei ricercatori ad approfondire le conoscenze su 
questo nuovo patogeno definendone in maniera chia-
ra le caratteristiche patogenetiche e immunologiche.          
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