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Riassunto

L'insorgenza di gastroenterite nei cuccioli nei giorni immediatamente successivi la vaccinazione per il parvovirus del cane ti-
po 2 (CPV-2) é di frequente riscontro nella pratica clinica veterinaria. In simili situazioni si potrebbe ipotizzare I'esistenza di un
nesso causale diretto tra somministrazione del vaccino e sviluppo della sintomatologia, sospettando una reversione di patoge-
nicita dello stipite CPV-2 contenuto nel vaccino. Al fine di determinare le cause che portano all’insorgenza di gastroenterite su-
bito dopo la vaccinazione per CPV-2, sono stati analizzati 29 campioni di feci prelevati da cani con gastroenterite post-vaccina-
zione nel periodo 2004-2006. Mediante I'impiego di nuovi test molecolari che utilizzano la tecnologia delle sonde minor groo-
ve binder per la discriminazione tra stipiti CPV-2 vaccinali e di campo, € stato possibile identificare stipiti di campo in ben 18
campioni, in 3 dei quali e stata evidenziata la simultanea presenza dello stipite vaccinale somministrato. Ulteriori 8 campioni
sono risultati positivi per altri patogeni del cane a tropismo enterico, mentre nei restanti 3 campioni € stato evidenziato il solo
virus vaccinale in assenza di stipiti CPV-2 di campo o altri patogeni. Il presente studio dimostra che I'insorgenza di gastroente-
rite dopo la vaccinazione per CPV-2 e correlata ad infezione da parte di stipiti CPV-2 di campo o altri agenti patogeni piuttosto
che a reversione di patogenicita del virus contenuto nei vaccini per la profilassi della parvovirosi.

Summary

The occurrence of gastroenteritis in pups in the first week after canine parvovirus (CPV) vaccination is a frequent finding in
the practice, so that a direct association of the onset of clinical signs to the vaccine administration could be hypothesised due
to the postulated reversion to virulence of the vaccine strain. In order to investigate the causes responsible for the occurrence
of severe enteric symptoms shortly after CPV vaccination, 29 faecal samples collected in years 2004-2006 from dogs display-
ing post-vaccination gastroenteritis were analysed. The novel molecular tools based on minor groove binder probe technology
for discrimination between vaccine and field strains of CPV-2 detected field strains in 18 specimens, with 3 samples showing
the co-presence of the vaccine strain administered. Additional 8 samples tested positive for other canine pathogens of the ali-
mentary tract, whereas the remaining 3 samples were found to contain the vaccine strain without evidence of CPV-2 field
Strains or other pathogens. The present study shows that the occurrence of gastroenteritis shortly after CPV vaccination is
mostly caused by field strains of CPV-2 or other pathogens of dogs rather than by a reversion to virulence of the virus con-
tained in CPV vaccines.

INTRODUZIONE

Il parvovirus del cane tipo 2 (CPV-2) é responsabile di
gastroenterite emorragica in cuccioli di 2-6 mesi di eta®.
CPV-2, identificato per la prima volta alla fine degli anni
70, € stato successivamente rimpiazzato da due varianti anti-
geniche, CPV-2a e CPV-2b, che sono variamente distribuite

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione 1'11/9/2006 ed accettato
per pubblicazione dopo revisione il 14/12/2006”.

nella popolazione canina mondiale®911:1314.19.23,3032,33, 36,38,40-42
Piu recentemente, in Italia é stata identificata una terza va-
riante antigenica, CPV-2c*, successivamente segnalata anche
in altri Paesi, tra cui Vietnam®*, Spagna®®, Germania e Re-
gno Unito (N. Decaro, dati non pubblicati). In Italia, questa
nuova variante sta rapidamente sostituendo CPV-
2b?111314192030.32 || CPV-2 originale da diversi anni non &
piu circolante nella popolazione caning; viene tuttavia anco-
ra utilizzato per la preparazione dei vaccini. Le varianti
CPV-2 differiscono tra di loro per la presenza di sostituzioni
aminoacidiche a livello del residuo 426 della proteina capsi-
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dica VP2, dove & possibile osservare la sostituzione Asn —
Asp tra CPV-2a e CPV-2b%® e la sostituzione Asp — Glu tra
CPV-2b e CPV-2c¢*. Occorre ricordare che a questo livello il
tipo originale CPV-2 possiede un residuo Asn esattamente
come la variante 2a (Tab. 1). Tale residuo € localizzato in
uno dei siti antigenici maggiori (epitopo A), considerato im-
portante dal punto di vista immunologico. E stata infatti di-
mostrata una cross-reattivitd unidirezionale tra le varianti
antigeniche e il tipo originale CPV-2%, che renderebbe i
cuccioli con immunita colostrale nei confronti di una va-
riante (o, piu probabilmente, nei confronti di vaccini allesti-
ti con CPV-2) piu sensibili ad infezioni sostenute da un’altra
variante di CPV-2%, Poiché le differenze antigeniche tra il
tipo originale CPV-2 e le varianti potrebbero diminuire I'ef-
ficacia protettiva dei vaccini allestiti con CPV-2243744 alcune
case farmaceutiche hanno iniziato a commercializzare vacci-
ni contenenti la variante CPV-2b.

La caratterizzazione delle varianti di CPV-2 ha rappre-
sentato un serio problema diagnostico per i laboratori di vi-
rologia fino alla messa a punto di test biomolecolari di real-
time PCR con sonde minor groove binder (MGB), mediante
i quali & attualmente possibile ottenere una tipizzazione ra-
pida e precisat*'®. Le sonde MGB rappresentano una evo-
luzione delle tradizionali sonde TagMan, in quanto sono
oligonucleotidi coniugati con gruppi chimici che hanno la
capacita di legarsi al solco minore (minor groove) del DNA
bicatenario formato dal complesso sonda-DNA target, au-
mentandone in misura considerevole la stabilita termodina-
mical. La presenza di tali molecole permette una riduzione
sostanziale della lunghezza della sonda cui I'MGB ¢ legato,
con conseguente incremento della specificita?. L'utilizzo di
sonde molto corte permette, infatti, di rilevare con efficacia
le variazioni di un singolo nucleotide o single nucleotide

polymorphisms (SNP), per cui le sonde MGB sono state uti-
lizzate con successo nella discriminazione allelica e, succes-
sivamente, nella genotipizzazione dei virus. Poiché le va-
rianti di CPV-2 differiscono tra di esse per la presenza di
SNP a livello del gene della proteina capsidica, sono stati
allestiti due test MGB, uno per la discriminazione tra CPV-
2a e CPV-2b (test 2a/2b) e I'altro per la discriminazione tra
CPV-2b e CPV-2c (test 2b/2c)'3, L'impiego estensivo di
tali metodiche ha permesso di ridurre notevolmente i tempi
necessari per la caratterizzazione degli stipiti CPV-2 di cam-
po?. Poiché i test 2a/2b e 2b/2¢ non sono in grado di diffe-
renziare gli stipiti vaccinali dagli stipiti di campo, sono state
messe a punto ulteriori metodiche per risolvere questo pro-
blema. Uno di questi test (CPV-2/varianti) & in grado di dif-
ferenziare gli stipiti di campo dal tipo originale CPV-2 (vac-
cino), che viene riconosciuto erroneamente come CPV-2a
dal test 2a/2b'2, mentre altri due test (SAH/field e 39/field)
sono stati allestiti per discriminare gli stipiti di campo CPV-
2b da quelli vaccinali della stessa variante’®. Questi test po-
trebbero essere di valido aiuto nella pratica clinica, allor-
ché, come frequentemente osservato, si abbia I'insorgenza
di gastroenterite in cuccioli a distanza di 1-7 giorni dalla
somministrazione del vaccino contro la parvovirosi (C.
Buonavoglia, osservazioni personali). Poiché anche il virus
vaccinale viene eliminato con le feci per 2-8 giorni dopo la
vaccinazione, i test diagnostici tradizionali possono eviden-
ziare uno stipite CPV-2 nelle feci dei cani con sintomatolo-
gia gastroenterica, ma non sono in grado di determinarne il
tipo (vaccinale o di campo). Nel presente studio si riporta-
no i risultati della caratterizzazione di stipiti CPV-2 identifi-
cati nelle feci di cuccioli che avevano manifestato sintoma-
tologia gastroenterica nei giorni immediatamente successivi
alla somministrazione del vaccino della parvovirosi.

Tabella 1
Differenze aminoacidiche a livello della proteina capsidica VP2 tra varianti e stipiti CPV-2
Variazioni aminoacidiche a livello di residuc?
87 101 297 300 305 321 375 426 555 570
... Posizione nucleotidica | 3045-3047 | 3087-3089 | 3675-3677 | 3684-3686 | 3699-3701 | 3747-3749 | 3909-3911 | 4062-4064 | 4449-4451 | 4494-4496
... Codone osservato ATG (Met) | ATT (llef TCT (Ser | GCT(Ala) | GAT(Asp) | AAT (Asn)f | AAT (Asn) | AAT (Asn) | GTA(Val) | AAA (Lys)
TTG (Leu) | ACT(Thrf | GCT (Al | GGT(Gly) | TAT(Tyr) | AAA(Lys) | GAT (Asp) | GAT (Asp) | ATA(lle) | GAA (Glu)
GAA (Gluf
CPV-2 Met lle Ser Ala Asp Asn Asn Asn Val Lys
Vecchi CPV-2a Leu Thr Ser Gly Tyr Asn Asp Asn lle Lys
Vecchi CPV-2b Leu Thr Ser Gly Tyr Asn Asp Asp Val Lys
(stipite CPV-39)
Nuovi CPV-2a Leu Thr Ala Gly Tyr Asn Asp Asn Val Lys
Nuovi CPV-2b Leu Thr Ala Gly Tyr Asn Asp Asp Val Lys
(stipiti di campo)
Asp-300 (CPV-2a/CPV-2b) Leu Thr Ala Asp Tyr Asn Asp Asn/Asp Val Lys
CPV-2c Leu Thr Ala Gly Tyr Asn Asp Glu Val Lys
CPV-2b stipite SAH Leu Thr Ala Gly Tyr Lys Asp Asp Val Glu

#La posizione ¢ riferita alle sequenze aminoacidiche e nucleotidiche dello stipite CPV-2 CPV-b (numero di accesso M38245).

b Codone interessato dal SNP utilizzato nel test MGB CPV-2/variantit?.
¢ Codone interessato dal SNP utilizzato nel test MGB 39/field*®.

d Codone interessato dal SNP utilizzato nel test MGB SAH/field.

¢ Codone interessato dai SNP utilizzati nei test MGB 2a/2b e 2b/2¢*.



MATERIALI E METODI
Campioni

Sono stati analizzati 29 campioni di feci prelevati, nel pe-
riodo 2004-2006, da cuccioli che avevano manifestato segni
clinici sovrapponibili a quelli tipici della parvovirosi del cane
(vomito, diarrea) nella prima settimana dopo la vaccinazione
per CPV-2 (Tab. 2). | soggetti erano stati vaccinati con formu-
lazioni monovalenti o polivalenti contenenti il tipo originale
CPV-2 (n = 22) o la variante 2b (n = 4). Per 3 campioni non &
stato possibile conoscere il vaccino somministrato: in un caso
il campione di feci era stato inviato da un altro laboratorio
diagnostico che non ha fornito tale informazione e negli altri
due casi la vaccinazione era stata effettuata da un veterinario
diverso da quello che aveva eseguito il campionamento. Sei
dei 29 soggetti erano stati importati da Paesi dell’Est euro-
peo, anche se l'intervento vaccinale che aveva preceduto I'in-
sorgenza della sintomatologia era stato effettuato in Italia. In
alcuni casi erano in atto controversie legali tra proprietari di
cani e veterinari in quanto I'insorgenza della gastroenterite
veniva associata alla somministrazione del vaccino.
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Estrazione degli acidi nucleici

I campioni di feci sono stati omogeneizzati in tampone
fosfato (PBS, pH 7,2) e chiarificati mediante centrifuga-
zione a 1500 x g per 15 min. Il surnatante é stato utilizzato
per I'estrazione del DNA di CPV-2 mediante semplice
bollitura per 10 min e successivo raffreddamento in ghiac-
cio, come precedentemente descritto!*1920, | 'estrazione
degli acidi nucleici per la ricerca degli altri agenti virali del
cane ¢ stata effettuata dal surnatante degli omogenati feca-
li mediante I'utilizzo di kit commerciali, quali DNeasy Tis-
sue Kit (QIAGEN S.p.A., Milan, Italy) per la purificazio-
ne del DNA e QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen
S.p.A.) per la purificazione dell’lRNA. La procedura utiliz-
zata e stata quella consigliata dalla casa produttrice.

Identificazione di CPV-2 mediante real-time PCR
con sonda TagMan

La ricerca dell’acido nucleico di CPV-2 negli estratti fecali
e stata effettuata mediante test real-time PCR con sonda Tag-

Tabella 2
Sequenza, posizione e specificita degli oligonucleotidi utilizzati nei test real-time PCR del presente studio
Test Primer/sonda Sequenza (5™ 3)) Polarita Specificita Posizione Ampiezza
amplificato
Test TagMan? CPV-For AAACAGGAATTAACTATACTAATATATTTA + 4104-4135¢
CPV-Rev AAATTTGACCATTTGGATAAACT - Tutte le varianti 4176-4198° 93 bp
CPV-Pb FAM - TGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACC - TAMRA + 4143-4172¢
Test MGB 2a/2b° CPVa/b-For AGGAAGATATCCAGAAGGAGATTGGA + Tutte le varianti 1719-1744'9
CPVa/b-Rev CCAATTGGATCTGTTGGTAGCAATACA - 1785-1811¢ 93b
CPVa-Ph VIC - CTTCCTGTAACAAATGATA - MGB + CPV-2a 1765-1783 P
CPVb1-Ph FAM — CTTCCTGTAACAGATGATA - MGB + CPV-2b 1765-1783¢
Test MGB 2b/2c® CPVb/c-For GAAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCA + Tutte le varianti 1721-17489
1155-1182"
CPVb/c-Rev ATGCAGTTAAAGGACCATAAGTATTAAATATATTAGTATAGTTAATTC 1823-1870¢ 150b
1257-1304" P
CPVb2-Ph FAM — CCTGTAACAGATGATAAT - MGB + CPV-2b 1768-17859
CPVc-Pb VIC — CCTGTAACAGAAGATAAT - MGB + CPV-2¢ 1202-1219"
Test MGB CPV2/v-For GCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAG + Tutte le varianti 3057-3081°
CPV-2/varianti® 772-796
CPV2/v-Rev TCAACCAATGACCAAGGTGTTACAA - 3100-3124¢ 68b
CPV2-Ph FAM — TGTGCATGAATATCAT - MGB + CPV-2 815-839" P
(tipo originale) 3082-3097¢
CPVv-Ph VIC - TTTGTGCATGAGTATCAT - MGB + Stipiti di campo 797-814f
Test MGB SAH/field® SAH/f-For CAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTC + Tutte le varianti 3711-3738°
1426-1453¢
SAH/f-Rev CAACCTCAGCTGGTCTCATAATAGT 3771-3795¢ 85 b
1486-1510° P
SAH-Pb VIC-AAATGGGAAAAACAAACT-MGB + Stipite SAH 1454-1471°
CPVf1-Pb FAM-AAATGGGAAATACAAACT-MGB + Stipiti di campo 1454-14719
Test MGB 39/field¢ CPV39/f-For GCATTGGGCTTACCACCATTTCTAA + Tutte le varianti 3636-3660°
1351-13759
CPV39/f-Rev CCACGTCTTTTATCTTGTTGAACTCCTATA 3701-3730° 9% b
1416-14459 P
CPV39-Ph VIC-CTTTGCCTCAATCTGAA-MGB + Stipite CPV-39 1379-1395¢
CPVf2-Ph FAM- TTTGCCTCAAGCTGAA-MGB + Stipiti di campo 1380-1395¢
a[14].
°[13].
°[12].
d16].

ef9 | a posizione degli oligonucleotidi ¢ riferita alla sequenza di ¢ CPV-2 (tipo originario) stipite CPV-b (numero di accesso M38245), f CPV-2a stipite CPV-15 (M24003), ¢ CPV-2b stipite
CPV-39 (M74849), "CPV-2c stipite 56/00 (AY380577).
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Man in grado di identificare tutti gli stipiti CPV-2 (tipo origi-
nale e varianti antigeniche)'*. La mix per la real-time PCR (25
ul) era costituita da 10 pl di DNA (standard o templato), 12,5
pl di 1Q™ Supermix (Bio-Rad Laboratories Srl, Milano), 600
nM di ciascun primer, 200 nM di sonda (Tab. 3). Per la rea-
zione di amplificazione ¢ stato utilizzato il seguente file termi-
co: attivazione della iTag DNA polimerasi a 95° C per 10 min,
seguita da 40 cicli di denaturazione a 95° C per 15 sec, annea-
ling a 52° C per 30 sec ed estensione a 60°C per 1 min.

Caratterizzazione di CPV-2 mediante real-time
PCR con sonde MGB

I campioni risultati positivi al test TagMan sono stati ca-
ratterizzati mediante real-time PCR con sonde MGB*®.
Entrambi i test (2a/2b e 2b/2c) sono stati effettuati in un
volume di 25 pl costituiti da 10 pl di DNA standard o di
DNA estratto da feci, 12.5 pl di IQ™ Supermix (Bio-Rad
Laboratories Srl), 900 nM di ciascun primer e 200 nM di
ciascuna sonda CPVa-Pb e CPVb1-Pb (test 2a/2b) o
CPVDb2-Pb e CPVc-Pb (test 2b/2c) (Tab. 3). Il protocollo
termico utilizzato per entrambi i test MGB ¢ stato il se-
guente: attivazione della iTag DNA polimerasi a 95°C per
10 min e 45 cicli di denaturazione a 95°C per 30 sec ed
un’unica fase di annealing ed estensione a 60°C per 1 min.

Discriminazione tra stipiti CPV-2 vaccinali e di
campo mediante real-time PCR con sonde MGB

I campioni caratterizzati come CPV-2/2a mediante il test
2a/2b sono stati sottoposti al test MGB CPV-2/varianti per
differenziare gli stipiti vaccinali CPV-2 dagli stipiti di cam-
po CPV-2a®2, | campioni positivi per CPV-2b mediante i te-
st 2a/2b e 2b/2c sono stati ulteriormente analizzati con altri
due test MGB®: a) il test SAH/field discrimina gli stipiti
CPV-2b di campo dallo stipite vaccinale SAH contenuto
nei vaccini Duramune® DAPPI+LC (Fort Dodge Animal
Health, Wyeth, Inc. Overland Park, KS) e Procyon® Dog
DA2PPi/CvL* (Schering-Plough Animal Health, Welwyn
Garden City, Hertfordshire, UK); b) il test 39/field, invece,
discrimina gli stipiti CPV-2b di campo dallo stipite vacci-
nale CPV-39 contenuto nel vaccino Virbagen® Puppy 2b*
(Virbac Tierarzneimittel GmbH, Bad Oldesloe, Germany).
Le reazioni di amplificazione sono state ottenute utilizzan-
do gli stessi protocolli descritti per la caratterizzazione di
CPV-2 e gli oligonucleotidi riportati nella Tabella 3.

Ricerca di altri patogeni responsabili
di gastroenterite nel cane

La ricerca di altri agenti virali negli estratti fecali e stata ef-
fettuata con metodiche di (RT-)PCR convenzionale o real-ti-
me (RT-)PCR con sonde TagMan. In particolare, sono stati
effettuati test molecolari per la ricerca di reovirus®#, rotavi-
rus?, calicivirus?®?, adenovirus del cane®, virus del cimur-
ro?, herpesvirus del cane®, coronavirus del cane'’, Sui
campioni risultati positivi solo per gli stipiti vaccinali sono
stati effettuati anche esami batteriologici e parassitologici.

*Attualmente questi vaccini sono commercializzati in Italia con le se-
guenti denominazioni: Quantum Dog DA2PPi/CvL (Schering-Plough
Animal Health) e Canigen Puppy 2b (Virbac s.r.l.).

RISULTATI

Il test real-time PCR con sonda TagMan ha evidenziato
la presenza dell’acido nucleico di CPV-2 in tutti i campio-
ni esaminati (Tab. 2). La caratterizzazione effettuata me-
diante test con sonde MGB ha fornito i seguenti risultati:
23 dei 29 campioni sono risultati positivi per CPV-2/2a, 3
per CPV-2b e 3 per CPV-2c.

Il test CPV-2/varianti ha evidenziato che, dei 23 cam-
pioni positivi per CPV-2/2a, 12 contenevano esclusiva-
mente stipiti di campo CPV-2a, 8 contenevano esclusiva-
mente stipiti vaccinali CPV-2 (in accordo con il tipo di
vaccino somministrato, quando noto), mentre in 3 cam-
pioni (n. 3, 14, 29) sono stati identificati entrambi gli stipi-
ti (vaccinale e di campo). | test SAH/field e 39/field hanno
caratterizzato i 3 campioni positivi per CPV-2b (n. 4, 19,
20) come stipiti vaccinali SAH. In effetti i 3 cani erano sta-
ti vaccinati con Duramune DAPPI+LC (Fort Dodge Ani-
mal Health) contenente tale stipite. In questi soggetti non
sono stati evidenziati stipiti CPV-2b di campo.

In 8 degli 11 campioni risultati positivi esclusivamente
per stipiti vaccinali (8 positivi per CPV-2 e 3 positivi per
CPV-2b SAH) sono stati identificati altri patogeni enterici
del cane, ovvero coronavirus del cane tipo I, tipo Il o Iso-
spora canis, mentre solo in 3 campioni (1 positivo per CPV-
2 [n. 22] e 2 positivi per CPV-2b SAH [n. 19, 20]) il virus
vaccinale non era associato ad altri agenti patogeni di natura
virale, batterica o parassitaria. In 2 campioni positivi per
CPV-2a (n. 10, 15) é stata accertata una co-infezione soste-
nuta da reovirus, sebbene la positivita sia stata ottenuta solo
in nested-PCR, condizione che non ha consentito di caratte-
rizzare gli stipiti identificati utilizzando RT-PCR tipo-speci-
fiche'®. Nel campione n. 15 ¢ stato evidenziato anche I'RNA
del virus del cimurro mediante real-time RT-PCR?.. Poiché
non era noto il tipo di vaccino somministrato (monovalente
o polivalente), & stato amplificato e sequenziato un fram-
mento del gene dell’emagglutinina per escludere I'origine
vaccinale di quest’ultimo virus. La successiva analisi di se-
guenza ha dimostrato che si trattava di uno stipite di campo
di virus del cimurro appartenente al cluster europeo, secon-
do quanto descritto da Martella et al.®L.

DISCUSSIONE

L'insorgenza di gastroenterite, talvolta emorragica, nei
giorni immediatamente successivi alla vaccinazione per la
parvovirosi del cane & una evenienza abbastanza ricorrente
nella pratica clinica, che pone un serio problema diagnosti-
co: la sintomatologia gastroenterica € associata ad una scar-
sa innocuita del ceppo vaccinale (reversione di patogeni-
cita) oppure il cucciolo, al momento della vaccinazione,
aveva in incubazione uno stipite CPV-2 di campo o altri
patogeni del cane? | test tradizionali per la diagnosi della
parvovirosi, incluso il test immunocromatografico (ICT)
utilizzato nella maggior parte degli ambulatori veterinari,
possono mettere in evidenza la presenza di uno stipite
CPV-2 nelle feci dei cuccioli vaccinati, ma non sono in gra-
do di stabilire I'origine di tale virus (vaccinale o di campo).
Lo stipite vaccinale, essendo un virus vivo attenuato, repli-
ca nell’organismo del soggetto vaccinato ed é eliminato con
le feci, anche se a titoli piu bassi e per un periodo piu limi-
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Risultati dei test diagnostici effettuati sui campioni fecali dTia::tLeclcl?o?i con gastroenterite insorta dopo la vaccinazione per CPV-2

Campione N. Prot. Origine Vaccino Casa

farmaceutica G.p.v. CPV-2 Altri patogeni
1 120/04 Ungheria Vanguard 72 Pfizer 8 2a Nessuno
2 306/04 Puglia Vanguard 72 Pfizer 2 2a Nessuno
3] 326/04 Puglia Non noto / 4 2,2a Nessuno
4 11/05 Puglia Duramune DAPPI+LC® Fort Dodge 8 2b SAH CCoV I, Il
5 49/05-C Piemonte Nobivac PUPPY CP# Intervet 5 2a Nessuno
6 112/05 Lazio Tetradog - CHPL? Merial 7 2c Nessuno
7 121/05-A Polonia Duramune DA2LP+Pv? Fort Dodge 2 2a CCoV I, Il
8 121/05-B Polonia Duramune DA2LP+Pv? Fort Dodge 2 2a CCoV I, Il
9 121/05-C Polonia Duramune DA2LP+Pv? Fort Dodge 2 2a CCoV I, Il
10 128/05 Ungheria Nobivac PUPPY CP? Intervet 2 2a MRV
11 159/05-C Emilia Romagna Nobivac PUPPY CP# Intervet 7 2a Nessuno
12 160/05 Puglia Canigen CEPPi/L? Virbac 4 2 CCoV I, 1l
13 176/05-A Piemonte Nobivac PUPPY CP# Intervet 4 2 CCoV |
14 202/05 Lombardia Primodog? Merial 8 2,2a Nessuno
15 206/05 Puglia Non noto / 8 2a CDV, MRV
16 220/05 Veneto Nobivac CEPPi? Intervet 3 2 CCoV I, Il
17 280/05 Puglia Duramune DAPPI+LC® Fort Dodge 8 2a CCoV Il
18 327/05 Campania Vanguard 72 Pfizer 2 2c Nessuno
19 338/05-2 Lombardia Duramune DAPPI+LC® Fort Dodge 6 2b SAH Nessuno
20 338/05-4 Lombardia Duramune DAPPI+LC® Fort Dodge 7 2b SAH Nessuno
21 343/05-1 Piemonte Nobivac PARVO-c? Intervet 4 2a Nessuno
22 343/05-8 Piemonte Nobivac PARVO-c? Intervet 7 2 Nessuno
23 343/05-9 Piemonte Nobivac PARVO-c? Intervet 4 2a Nessuno
24 97/06-3 Regno Unito Non noto / Non noto 2 CCoV I
25 174/06 Ungheria Nobivac® PUPPY CP? Intervet 6 2 CCoV Il
26 254/06-11 Puglia Primodog? Merial 7 2 Isospora canis
27 254/06-12 Puglia Primodog? Merial 7 2 Isospora canis
28 269/06 Puglia Tetradog - CHPL? Merial 8 2c CCoV Il
29 291/06 Piemonte Nobivac PUPPY CP# Intervet 3 2,2a Nessuno

 Vaccini contenenti il tipo originale CPV-2.
® Vaccini contenenti la variante CPV-2b.
G.p.v., giorno post-vaccinazione in cui é stata osservata I'insorgenza della sintomatologia enterica; CCoV, coronavirus del cane; CDV, virus del cimurro; MRV,

reovirus.

tato rispetto agli stipiti patogeni®. Se il cucciolo al momen-
to della vaccinazione é gia infetto da uno stipite di campo
CPV-2, o si infetta immediatamente dopo, nelle feci ci po-
tra essere la contemporanea presenza dello stipite vaccinale
e di quello di campo. In questi casi le tecniche diagnostiche
tradizionali possono offrire esclusivamente il risultato di
positivita per CPV-2. Linoculazione del campione di feci
su colture cellulari puo portare all’isolamento del virus pre-
sente a piu alto titolo (lo stipite di campo) oppure di quello
maggiormente adattato alle colture (lo stipite vaccinale).
Allo stesso modo, la PCR convenzionale puo amplificare
selettivamente, o con maggiore efficienza, uno solo dei due
virus, per cui anche il successivo sequenziamento del pro-
dotto amplificato potrebbe erroneamente confermare la
presenza del virus il cui acido nucleico e stato amplificato

piu efficientemente. Al contrario, nel caso in cui la ga-
stroenterite post-vaccinazione sia causata da altri patogeni
del cane diversi da CPV-2, la identificazione di uno stipite
CPV-2 nelle feci potrebbe far emettere una clamorosa falsa
diagnosi, impedendo, probabilmente, di individuare la ef-
fettiva causa di gastroenterite. Considerate tutte queste li-
mitazioni delle tecniche tradizionali, i test con sonde MGB
recentemente messi a punto rappresentano uno strumento
diagnostico rapido ed efficace per differenziare gli stipiti
CPV-2 vaccinali da quelli di campo, anche nei casi in cui i
due virus sono presenti nello stesso campione e lo stipite
vaccinale ha un titolo molto basso'22°.

La reversione di patogenicita degli stipiti vaccinali di
CPV-2 ¢ stata spesso ipotizzata ma mai dimostrata dal punto
di vista scientifico. Al contrario, numerosi studi hanno con-
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fermato che I'attenuazione del potere patogeno di CPV-2
vaccinale € altamente stabile?®’. | risultati del presente stu-
dio dimostrano che la maggior parte dei casi di gastroenteri-
te post-vaccinale € correlata ad infezione con stipiti CPV-2
di campo. Nei casi in cui i test MGB hanno identificato lo
stipite vaccinale nelle feci dei soggetti con diarrea post-vac-
cinale, ¢ stata accertata quasi sempre la contemporanea pre-
senza di stipiti CPV-2 di campo o di altri patogeni del cane,
responsabili della gastroenterite. In soli 3 soggetti il virus
vaccinale non era associato a stipiti CPV-2 di campo o ad al-
tri patogeni, ma anche in questi casi pit che ipotizzare una
rivirulentazione del virus vaccinale, sono state prese in con-
siderazione altre cause infettive meno comuni (non ricercate
nel presente studio) oppure cause non infettive (alimentari,
ecc.), tenendo presente che la sintomatologia gastroenterica
non era associata ad altri sintomi tipici della parvovirosi
(leucopenia) né ad elevati titoli di virus nelle feci.

In conclusione si puo affermare che i test diagnostici con
sonde MGB, oltre che essere di valido ed indispensabile
supporto all’attivita clinica ambulatoriale, possono risultare
estremamente utili per dirimere quei casi in cui, a fronte di
una forma gastroenterica insorta immediatamente dopo la
vaccinazione nei confronti della parvovirosi, vi siano con-
troversie tra i proprietari dei cani ed i veterinari.

Parole chiave

Cane, parvovirus, gastroenterite post-vaccinazione, sonde
MGB.

Key words

Dog, parvovirus, post-vaccination gastroenteritis, MGB
probe assays.
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